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Gliniimiizde, modern yasam ile birlikte hayatimiza giren mevcut aliskanliklar; koti
beslenme, uykusuzluk, stres ve daha birgok durum dolayli olarak infertiliteye sebep
olabilmektedir. Mevcut yasam sartlari, lireme yasini ileriye tagimistir. Kadin lireme
sorunlarina bakildiginda, ilerleyen yasin viicutta biriktirdigi mutasyonlar ve menstrual
sikluslarla viicuttan diizenli olarak atilan oositler nedeniyle, over rezervi giderek
azalmaktadir. Canlilarin sirkadiyen ritimlerinin hiicresel faaliyetler lizerindeki etkisi
incelendiginde, iretimi karanlik ve aydinliga gore belirlenen endojen melatonin
hormonunun etkisi bilinmektedir. Bu ¢aligmada; literatiirde yaglanma karsit1 6zellikleri
ve antioksidan 6zelligi bilinen eksojen melatonin hormonunun, yash fare ovaryumunda
PTEN/PIBK/AKT yolagina etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Calismamizda, 12
haftalik 24 adet, 20 aylik 24 adet olmak {izere toplamda 48 adet Balb/c cinsi saglikli disi
fare kullanildi. Deney i¢in kullanilan eriskin ve yasl fareler; Eriskin Kontrol (EK) Grubu,
Erigskin Melatonin (EM) Grubu, Eriskin Sham (ES) Grubu, Yasli Kontrol (YK) Grubu,
Yasli Melatonin (YM) Grubu, Yasli Sham (YM) Grubu olmak {izere toplamda 6 gruba
ayrildi. Grup EK ve YK’ya ait farelere, 7 giin boyunca higbir uygulama yapilmamaistir.
Grup EM ve YM’ye ait farelere, 7 giin boyunca (10mg/kg intraperitoneal) melatonin
verilmistir. Grup ES ve ES’ye ait farelere, 7 giin boyunca %10’a seyreltilmis etil alkol
intraperitoneal olarak uygulandi. 8. Giin itibariyle ketamin/ksilazin 200/10mg/kg
intraperitoneal olarak farelere verildikten sonra ovaryum dokular1 ¢ikarildi. Hayvanlar
servikal dislokasyon yontemi ile sakrifeye edilerek deney sonlandirildi. Histokimyasal ve
immiinohistokimyasal analizler i¢in ovaryum dokulari muhafaza edilerek, doku takip ve
bloklama prosediirleri izlendi. Yasli kontrol grubu ile yasli melatonin grubu
karsilastirildiginda, folikiil sayilarindaki artis dikkat cekiciydi. Calismamizda
melatoninin ¢dziiclisii olarak kullanilan etil alkoliin uygulandigi, sham gruplarina ait
dokularda, atretik haldeki folikiillerin sayisindaki artis belirgindi. Sonug olarak; folikiil
say1st bakimindan eriskin gruplarda, melatonin uygulanan grupla kontrol grubu arasinda
istatiksel anlamlilik bulunamadi. PTEN/PI3K/AKT ekspresyonu erigkin gruplarda
kontrol ve sham arasinda farklilik gostermezken yasli deneklerde melatonin uygulanan
grupta diger iki gruba kars1 artmigti. Melatoninin, ovaryum dokusundaki etkilerinin daha
Iyi anlasilabilmesi igin ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Fare; Melatonin; Ovaryum; PTEN/PI3K/AKT



ABSTRACT

EFFECT OF MELATONIN ON PTEN/PI3K/AKT PATHWAY IN AGED
MOUSE OVARIUM

BOZ, llay
Master Thesis, Department of Histology and Embryology
Thesis Advisor: Prof. Gulcin ABBAN METE
January 2024, Page 65

The habits that have entered our lives with modern living today, such as poor nutrition,
insomnia, stress, and many other conditions, can indirectly lead to infertility. The current
living conditions have delayed the age of reproduction. When looking at women's
reproductive issues, the accumulated mutations in the body with advancing age and the
regular expulsion of oocytes through menstrual cycles cause a gradual decrease in ovarian
reserve. When the impact of circadian rhythms in living organisms on cellular activities
Is examined, it is known that the effect of the endogenous melatonin hormone, whose
production is determined by darkness and light, plays a role. In this study, the aim was to
investigate the effect of exogenous melatonin hormone, known for its anti-aging and
antioxidant properties in the literature, on the PTEN/PI3K/AKT pathway in the ovaries
of elderly mice. A total of 48 healthy female Balb/c mice were used in the study, with 24
mice aged 12 weeks and 24 mice aged 20 months. The mice used for the experiment were
divided into six groups: Adult Control (AC) Group, Adult Melatonin (AM) Group, YS
Adult Sham (AS) Group, Aged Control (AG Control) Group, Aged Melatonin (AG
Melatonin) Group, and Aged Sham (AG S) Group. Mice from groups AC and AGC
received no treatment for 7 days. Mice from groups AM and AGM were administered
melatonin (10mg/kg intraperitoneally) for 7 days. Mice from groups AS and AGS were
intraperitoneally administered 10% diluted ethyl alcohol for 7 days. On day 8, mice were
administered 200/10 mg/kg ketamine/xylazine intraperitoneally, and then, ovarian tissues
were removed. The experiment was terminated by sacrificing the animals using the
cervical dislocation method. Histological and immunohistochemical analyses were
followed by tissue preservation and blocking procedures. When comparing the AG
control group with the AG melatonin group, there was a noticeable increase in the number
of follicles. In tissues belonging to sham groups where ethyl alcohol, used as a solvent
for melatonin, was applied, there was a significant increase in the number of atretic
follicles. In terms of the number of follicles, there was no statistically significant
difference between the adult group treated with melatonin and the control group. While
PTEN/PI3K/AKT expression did not differ between control and sham in adult groups, it
was increased in the melatonin-administered group versus the other two groups in aged
ovaries. Further studies are needed to better understand the effects of melatonin on
ovarian tissue.

Keywords: Melatonin; Mice; Ovary; PTEN/PI3K/AKT
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1. GIRIS

Varolusunu devam ettirmek isteyen saglikli her tiir, yasam dongiisli igerisinde
tiremek zorundadir. Gelismis c¢ok hiicreli canlilara bakildiginda, eseyli iiremenin
kompleks bir siire¢ oldugu gozlemlenmistir (Crow, 1994). Spermatogenez ve Oogenez;
erkek ve disi bireylerin esey ana hiicrelerini iiretme siireci olarak tanimlanmaktadir.
Temelde benzer agsamalar icermelerine ragmen, disilerde tireme hiicrelerinin iiretimi belli
donemlerde gerceklesmektedir. Oositin biiyiik, hareketsiz ve az sayida olmasindan
kaynakli korunumu i¢in bir¢ok 6zel hormon, protein ve yolak siirecte gorev almaktadir

(Oktem ve Urman, 2011).

Puberteyle birlikte gergeklesen, germ hiicrelerinin olgun gametleri olusturabilir
hale gelmesi ile baslayan lireme yetenegi; insanlarda(disi) ve balinalarda(disi) menopoza
kadar devam eder (Brent ve ark., 2015). Kadinlar, erkeklerden farkli olarak, belirli ve
siurl sayida germ hiicresi ile dogarlar. Mevcut olan yumurta rezervi, saglikl her diside
puberteyle birlikte menstrual sikluslarla diizenli olarak viicuttan atildigindan, yas aldikca
bu rezerv giderek azalir. Dolayistyla ilerleyen yasin, dogurganlik tizerinde kritik bir etkisi
vardir (Demir, 2013).

Glinlimiizde; artan stres, sigara alkol kullanimi, asir1 kafein tliketimi, koti
beslenme, uterus miyomlari, mesleki maruziyetlerden kaynakli bir¢cok etken oosit
kalitesinin bozulmasina, dolayli olarak da bu durum infertiliteye sebep olabilmektedir
(Amanak ve ark., 2014). Oosit kalitesinin bozulmasina sebep olan etmenler kesin olarak
belirlenememis olsa da reaktif oksijen tiirlerinin hiicrelerde sebep oldugu oksidatif
stresin, oositin mitokondri ve c¢ekirdegindeki fonksiyon bozukluklarina katkida

bulundugu genel olarak kabul edilmektedir (Oztiirk ve ark., 2019).

Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine bakildiginda, infertilite tiim diinyada
ortalama olarak 50-80 milyon kadini etkilemekte ve infertilite oraninin %8-12 arasinda

oldugu diisiiniilmektedir (Bayer ve ark., 2008). Infertilite tedavisinde yaygin olarak



kullanilan bir¢ok teknik, var olan yumurta ve spermin in vitro kosullarda en kalitelisinin
secilip birlestirilmesine dayandigindan ovaryum yaslanmasi; yardimci {ireme

tekniklerinde karsilasilan en 6nemli zorluklardan biridir (Alviggi ve ark., 2009).

Cevre kosullarimin da etkisiyle canli organizmalarda hiicrelerin islevinin
bozulmasi ve ilerleyen yasin bir sonucu olarak biriken mutasyonlar, belirli bir ritimde
gerceklesen fizyolojik olaylarin dengesini bozar (Can ve Aslan, 2014). Sirkadiyen ritim
olarak bilinen bu i¢ denge halinin organizasyonu, birgok organda bulunan biyolojik saat
ile karanlik aydinlik periyotlarina gore viicudun metabolik faaliyetlerinin diizenlenmesini
saglar (Akinct ve ark., 2016). Hipotalamusta yer alan suprakiazmatik g¢ekirdek (SCN)
omurgalilarda 20.000 nérondan olusan ve retina ile dogrudan iliskili, organlardaki
biyolojik saatlerin de kontrol edilmesini saglayan merkezi bir saattir. Retina hiicrelerine
gelen 151k, SCN’de yer alan noronlar tarafindan algilanir, uyku-uyaniklik periyotlarini
diizenleyerek dolayli olarak periferik saate etki eder ve hormon salinimi, immiin yanit
gibi i¢ aktiviteler kontrol edilir. Suprakiazmatik g¢ekirdekle iliskili bir diger yap1 olan
pineal bezin gérevlerinden en 6nemlisi, karanlik periyotlarda triptofan amino asitinden

melatonin sentezlenmesini saglamaktir (Yiicel ve ark., 2018).

Melatoninin; Lerner tarafindan balik ve kurbaga derisindeki melanositlerde
kesfedildigi ilk yillarda, cilt aydinlatici olarak gorev yapan bir molekiil oldugu diisiiniilse
de sonralar, biitiin omurgalilarda pineal bez tarafindan salgilanan ve sirkadiyen ritmin
diizenlenmesinde etkili oldugu saptanmistir. (Hardeland ve ark., 2006). Melatonin
hormonunun sekresyonu; omurgalilarda triptofanin bir dizi biyokimyasal reaksiyonu ile
gerceklesir. (Giinhan, 2021). Fotoreseptorlerle algilanan ortamdaki 151k yoklugu, pineal
beze iletildikten sonra besinlerle disaridan alinan triptofan aminoasiti, plazmadan alinarak
hidroksilaz enzimi sayesinde, ilk olarak 5-hidroksitriptofan’a, 5-hidroksitriptofan
dekarboksilaz enzimi ile karboksil grubunu kaybederek 5-hidroksitriptamine yani
seratonine donistiiriiliir. Serotonin N-asetil transferaz enzimi ile asetillenir ve N-
asetilserotonine donustiriliir. N-asetilserotonin ise Hidroksiindol-oMetiltransferaz ile N-
asetil 5-metoksitriptamin’e yani melatonine doniistiirtiliir. (Atasoy ve Erbas, 2017).
Melatonin, sahip oldugu bu kimyasal yap1 dolayisiyla lipofiliktir ve dokular ile hiicrelere

kolaylikla gecis yapabilir. (Sener, 2010).

Embriyonik hayatin 3. Haftasi itibariyle vitellus kesesi duvar endoderminden
koken alan primitif germ hiicreleri, olusmaya baslayarak 5. haftadan 7. haftaya kadar

gonad taslagina dogru ilerler. Disi bireylerin gonad taslaginda yer alan primordiyal germ



hiicreleri, mitoz bolinmeyle ¢ogalarak intrauterin donemin 5. ayinda sayilarint yaklasik
7.000.000 oogonyuma kadar ulastirir. Primordiyal folikiillerden birgogu, doguma kadar
apoptoza ugrayarak atrezik hale gelir ve sayilar1 yaklasik 700.000 ile 2.000.000’a kadar
diiser (Tap ve Kuyucu, 2009). Hiicre apoptozu ve otofaji gibi siire¢lerde etkinligi bilinen
yolaklardan biri de PTEN/PIBK/AKT’dir (Carnero ve ark., 2008). Bu yolagin,
primordiyal folikiillerin aktivasyonu ve oosit biiylimesini diizenlemedeki etkinligi son 30

yildan beri kabul edilmektedir (Felici ve Klinger, 2021).

PTEN/PI3K/AKT yolaginin temel mekanizmasina bakildiginda,
Fosfatidilinositol-3 kinazlar (PI3K) otofaji, apoptoz, hiicre dongiisii, biiylimesi,
farklilasmas1 gibi hiicresel aktivitelerin diizenlenmesinde rol oynayan tirozin kinaz
reseptorleri (RTK) ve G proteinlerine bagli reseptorler, sitokinler, biiyiime faktorleri
tarafindan aktive edilirler (Kiipeli, 2022). Okaryotlarda, fosfataz ve kinaz enzimleri
tarafindan kontrol edilen fosforilasyon ve defosforilasyon ile proteinler morfolojik

degisimlere ugrayarak hiicresel faaliyetlerini durdurur veya aktiflestirir (Johnson, 2009).

Bir sitokin, biiyiime faktorii, G proteine bagli reseptorler veya tirozin kinaz
reseptorleri tarafindan aktiflesen PI3K proteini; Fosfatidilinositol-4,5 bifosfati (PIP2)’yi
Fosfatidilinositol-3,4,5 trifosfata (PIP3)’e doniistiiriir (Hemmings ve Restuccia, 2012).
Yolagin negatif diizenleyicisi olarak gorev alan PTEN; Fosfataz ve Tensin homologu
PIP3’iin PIP2’ye doniistiirerek siirecin ters yonlii kontroliinii saglar (Hollander ve ark.,
2011).

PIP3’iin aktif formu, serin/treonin protein kinaz enzimi olarak bilinen protein
kinaz B yani Akt’nin, plekstrin homoloji (PH) bolgesine baglanarak etkinlestirilmis olur
(Manning ve Toker, 2017). Akt’nin agir1 tiretimi hiicre biiyiimesi, ¢cogalmasi ve apoptoza
gosterilen direng gibi siireclerle dogrudan iligkili oldugundan, Akt’nin kontrol edilmesini
saglayan mTOR sinyal yolaginin da anlagilmasi biiyilk 6nem tagimaktadir (Janku ve
Polivka, 2014).

MTOR protein kinazi; organ ve doku nakillerinden sonra, viicudun bagisiklik
sistemini baskilamak i¢in kullanilan rapamisin antibiyotiginin memelilerdeki hedefidir.
mTOR farkli proteinlerle baglanarak, mMTORC1 ve mTORC2 komplekslerini meydana
getirmektedir. Akt’nin tam olarak aktiflesebilmesi igcin mTORC2 tarafindan ek bir

fosforilasyona ugramasi gerekmektedir. mMTORC2 kompleksinin de siirece katilmasiyla



aktiflenen Akt, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde gorev alan farkli protein kinazlar

tetikler (Felici ve Klinger, 2021).

Akt'nin bir diger hedefi de FOXO transkripsiyon faktorleridir. Forkhead box
(FOX) transkripsiyon faktorleri, insanda 100’den fazla c¢esidi bulunan ve sekans
dizilimlerindeki benzerliklerine gore FOXA’dan FOXS’ye kadar 19 alt {iyeye ayrilmis
bir protein grubudur. Forkheadbox O transkripsiyon faktorleri, trombosit tiirevli biiyiime
faktorleri (PDGF) ve insiilin benzeri biiylime faktorii I (IGF-I) gibi biiylime faktorlerine
cevap olarak; Akt tarafindan FOXO fosforilasyonu ile sitoplazmik saperonlar tarafindan
baglanir ve niikleusa gegemez. Gen ekspresyonu saglanamadigindan, hiicre biiyiimesi
durur ve apoptozun uyarilmasi saglanir (Vuranok, 2022). Hiicresel siireglerin
diizenlenmesinde anabolik ve katabolik olaylarin dengede gerceklesmesi yasamsal
faaliyetlerin saglikli devamlilig1 agisindan 6nemlidir. PTEN/PI3K/AKT gibi, hiicrelerde
ozellikle katabolik aktiviteleri diizenleyen yolaklarda meydana gelen mutasyonlarin,
kalitsal kanserlerde biliyiik etkiye sahip oldugu son yillarda yapilan c¢alismalarda
gosterilmektedir (Kiigiikoner ve Isikdogan, 2013).

1.1. Amac¢

Canlilarin  sirkadiyen ritimlerinin, hiicresel faaliyetler iizerinde etkisine
bakildiginda, {retimi karanlik ve aydmliga gore belirlenen endojen melatonin
hormonunun etkisi bilinmektedir. Bu ¢alismada; literatiirde yaslanma karsit1 6zellikleri
de belirtilen eksojen melatonin hormonunun, yash farelerin ovaryum dokusunda
PTEN/PI3K/AKT yolagina etkisinin immiinohistokimyasal olarak, ovaryum folikiil

sayisina etkisinin ise histokimyasal olarak arastirilmasi amaglanmaistir.



2. KURAMSAL BIiLGILER VE LITERATUR iNCELEMESI

2.1. Disi Ureme Sistemi Genel Yapisi

Insan disilerinin iireme sistemi, pelvik kavitenin i¢ kisminda bilateral yerlesimli
ovaryum Ve tuba uterina (ovidukt), uterus, serviks ile vajinay1 igeren internal ve vulvadan
meydana gelen eksternal boliimlerden olusur. Sistemde yer alan organlarin temel gorevi;
disilerin esey hiicresi olan oositlerin iiretimi ve gelisimini saglamak igin cinsiyet
hormonlarinin sekresyonu ile bir oositin olusumundan fertilizasyona ugrayip, fetiis halini
almasmma ve doguma kadar ki karmasik asamalarin kontroliinii desteklemektir

(Eroschenko, 2016).

2.2. Ovaryumun Embriyolojik Gelisimi

Embriyonun cinsiyetinin belirlenmesi asamasinda ¢ok sayida gen siirece dahil
olsa da kritik rolii, Y kromozomunun kisa kolu (Ypl1) iizerinde yer alan SRY (Sex
determining region on Y) geninin kodladigi TBF (Testis Belirleyici Faktor) proteini
istlenir. TBF; cinsiyet organlarinin farklanmas: icin diger genleri tetikleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir ve varliginda fetiisiin gelisimi erkek, eksikliginde fetiisiin
gelisimi disi olarak meydana gelir. Bir spermin X veya Y kromozomu tagimasina gore, X
kromozomu tagiyan bir ovumun fertilizasyonu ile cinsiyet belirlense de gelisimin 7.
haftasina kadar gonadal farklanma goriilmedigi igin, bu erken safha farklilasmamig
donem olarak isimlendirilir (Sadler, 2017). Gonadlarin gelisimi memeli canlilarda,
bosaltim organi olarak gérev yapan mezonefrozun i¢ bolgesinde yer alan s6lom epitelinin,

yogunlasmasi ve mezensim hiicrelerinin proliferasyonu ile bir ¢ift uzunlamasina ¢ikintilar



olarak, peritonun arka duvarinda belirirler ve bu uzunlamasina c¢ikintilar gonadal
kabartilar olarak isimlendirilir (Pansky, 1987) Vitellus kesesinin, allantoise yakin
tarafindaki duvar endodermi arasinda beliren ve gelisimin 3. Haftas1 itibariyle,
epiblastlardan koken alarak ilk kez ortaya ¢ikan primordiyal germ hiicreleri, arka
bagirsagin dorsal mezenteri boyunca ilerleyerek, gelisimin 5. Haftasinda gonadal
kabartilara ulasir. Primordiyal germ hiicreleri, bu gogii tamamlayamaz ve gonadal
kabartilara ulasamazsa, gonadlar gelisimini tamamlayamaz (Sadler, 2017). Germ
hiicrelerinin gonadal kabartilara gocli sirasinda ¢ogalan sdlom epitelindeki hiicreler,
alttaki mezensim igerisine ¢ikint1 yaparak, ilkel cinsiyet kordonlar1 ad1 verilen diizensiz
yapilart olusturur ve primordiyal germ hiicreleri, bu kordonlarin arasina konumlanir
(Moore, 2016). Ilkel cinsiyet kordonlar1 olarak bilinen bu yapilar, gelisim ilerledikce
mezensim igerisinde proliferasyona ugramaya devam eder ve pek c¢ok hiicre kordonu
olusturacak sekilde partlanir. Disi primordiyal germ hiicrelerine sahip bir embriyoda, bu
kordonlar diizensiz hiicre kiimelerine doniiserek, kordon 0&zelliklerini kaybederler
(Sadler, 2017). Ovaryumun i¢ kisminda yogunlagan bu hiicre gruplari, bir siire sonra
kaybolarak yerini, ovaryumun medullasini meydana getiren vaskiiler bir bag dokusuna
birakir. Solom epiteli hiicreleri, XX cinsiyet kromozomuna sahip embriyolarda;
mezensim igine gomiilerek yeni germ kordonlarini meydana getirir ve bu kordonlar
organin korteksine uzanir. Embriyonun sahip oldugu cinsiyet kromozomuna gore,
medulla ve korteksin gelisimi farklilik gosterir. Testisin gelisimi; medulla bolgesinin
farklanmasiyla olusurken, ovaryum korteksten olusur (Moore, 2016). Gelisimin 12.
haftasina gelindiginde, primordiyal germ hiicreleri, yavas yavas oogonyumlara
dontismeye baslar ve germ kordonlari tarafindan ¢evrelenerek, korteks igerisine yerlesmis
halde bulunan primordiyal folikiilleri olusturur. Primordiyal germ hiicrelerinin,
oogonyumlara doniismeye baglamasi ile oogonyumlar; mitoz boliinmeler ile sayisim

arttirarak over rezervini meydana getiren folikiil havuzunu olusturur (Sadler, 2017).
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Sekil 2.1. A: gonadlar ve mezonefroz arasindaki iliskiyi gosteren ¢izim B: Mezonefrik kanal ve
gonadal kabartilar1 gosteren ¢izim (Sadler, 2017).

2.3. Ovaryumun Histolojisi

Heniiz dogum yapmamis kadinlarin ovaryumlarinin gériiniimii, badem benzeri bir
sekilde ve agik pembe-beyaz renktedir. Ovaryumlar ¢ boyutlu bir sekilde
incelendiginde; yaklasik 3 cm uzunlugunda, 1 cm kalinliginda ve 1,5 cm genisliginde
oldugu goriilmektedir. Lenfatik damar aglari ve sinirler ile oriili i¢ kisimda yer alan
medulla bolgesi ve medulla periferini saran primordiyal folikiillerin gémiilii oldugu,
zengin bag dokusu iceren korteks kismindan olusan organin yiizeyi; tek katli kiibik epitel
ve bazi kisimlardaki bolgelerde yassi epitele donebilen germinatif epitel ile kaplidir.
Germinatif epitelin hemen altinda, yogun bag dokudan olusan tunika albuginea yer alir
ve ovaryumun beyazimsi rengi bu tabakadan kaynaklanir. Tunika albuginea tabakasinin
altinda yer alan, korteks kisminin stromasinda daginik fibroblastlar bulunur. Korteks ve

medulla bolgeleri, birbirlerinden kesin bir hat ile ayrilmazlar (Junqueira ve ark., 2003).



Sekil 2.2. Ovaryum dokusuna ait bir kesitin Hematoksilen-Eozin ile boyanmis fotomikrografi.A:
antrum, GEp: germinal epitel, TA: Tunika albuginea, TI: teka interna ZP: zona pellusida, PF:
primordiyal folikiiller, SF: sekonder folikiiller (Ross ve Pawlina, 2011).

Korteks kisminda yer alan primordiyal folikiiller, embriyonik hayatin ilk kez 3.
ayinda ortaya ¢ikar ve yogun bir bag dokusunun i¢ine gomiilii halde, puberteden sonraki
stireglerde ovaryumda goriilebilen diger tiplerdeki folikiilleri olusturur. Folikiiller gelisim
evrelerine gore; primordiyal folikiiller, primer ve sekonder olarak adlandirilan biiytimekte
olan folikiiller, maturasyonunu tamamlamis olgun (graaf) folikiil olarak temelde ii¢ alt
grupta incelenebilirler. Reprodiiktif donemindeki bir kadinin ovaryumunun korteks
kisminda, ovulasyonla birlikte olusturulan korpus luteum ve atretik haldeki folikiillerde

goriilebilir (Ross ve Pawlina, 2011).
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Sekil 2.3. Kedi ovaryum dokusunun Mollory-Azan ile boyanmis uzunlamasina kesiti
(Eroschenko, 2016).

2.4. Ovaryum Folikiilleri ve Folikiillogenezin Histolojisi

Embriyonik hayatin 12. haftasinda ortaya ¢ikan primordiyal folikiiller; oogenezin
prenatal asamasinda goriilen, mitoz boliinmelerle sayilarini arttiran oogonyumlarin,
primer oosite doniigsmesi ve bu oositlerin tek sira halinde etrafini saran folikiil hiicreleriyle
birlikte olusturduklari yapilardir. Cap1 yaklasik 30 um, kiire bi¢iminde olan oositin biiyiik
bir ¢ekirdek ve g¢ekirdekgigi bulunur ve ooplazma denen sitoplazmasinda yer alan golgi
cisimcikleri, endoplazmik retikulum, mitokondri, lizozom gibi organeller niikleusa yakin
konumlanirlar ve bu y1gin Balbiani cisimcigi olarak adlandirilir (Ross ve Pawlina, 2011).
Ovaryumda yer alan folikiiller, puberteye kadar primordiyal folikiil olarak kalir ve
puberteden sonraki donemde hipofiz bezinden; GnRH (Gonadotropin Salgilayici
Hormon) salinimi ile FSH (Folikiil Uyarict Hormon) ve LH (Luteinlestirici Hormon)
hormonlarinin salgilanmasi tetiklenerek, folikiillerin biiytimesi ve gelismesi baslatilir.
Primordiyal folikiiliin igerisindeki oositin ¢ap1 biiyiimeye basladiginda, etrafindaki tek
katli yass1 folikiil hiicreleri de proliferasyona ugrayarak, tek katl kiibik goriiniim kazanir
ve yapi artik gelisimin ilk evresi olan primer folikiil olarak isimlendirilir. Tek katl kiibik
epitel hiicreleri, bir dizi mitoz bolinmeler gegirir ve ¢ok katli bir epitel halini alarak
membrana graniiloza adi verilen bir tabaka ile oositin etrafin1 sarar (Eroschenko, 2016).

Bu siiregte oositin etrafindaki folikiil hiicreleri artik graniiloza hiicreleri olarak
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isimlendirilirken, hiicrelerin birbirleriyle haberlesmeleri gap junctionlar araciligiyla
gerceklesir (Junqueira ve ark., 2003). Oositin biiylimesi devam ederken, spesifik
proteinler salinir ve folikiil hiicreleri ile oosit arasinda glikoprotein yapida bir 6rtii olan
zona pellusida meydana gelir. Graniiloza hiicrelerinden ¢ikan ince ipliksi yapilar
(filopod), zona pellusidanin i¢ine dogru girerek oositin mikrovilluslarina dokunur ve

aralik baglantilar1 araciligiyla haberlesirler (Ross ve Pawlina, 2011).
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Sekil 2.4. a: Primer folikiil gelsimini gésteren sematize edilmis ¢izimi. b: Primer folikilii gdsteren
bir fotomikrograf. FC: Folikiil Hiicreleri (Ross ve Pawlina, 2011).

Graniiloza hiicreleri ¢ogalmaya devam ettikge, folikiiliin etrafindaki stromal
hiicreler, iki tabakadan olusan bir bag dokusu kilifi olusturur ve bu kilifa teka folikiilii
denir. ¢ tarafta yer alan teka interna tabakasi; kii¢iik damar aglari, fibroblastlar ve kiibik
salgi hiicreleri ile karakterizedir. Bu tabakada yer alan hiicreler ayrica, luteinizan hormon
(LH) reseptorlerini barindirir ve LH uyarilmalarinda androjen sentezlenip salgilanmasini
saglarlar (Ross ve Pawlina, 2011). Dis kisimda yer alan teka eksterna katmani; kollajen
fiber demetleri ve diiz kas hiicrelerinden olusur. Folikill gelisimi ve biiyiimesini tetikleyici
Folikiil stimiilan hormon (FSH), kalsiyum iyonlari, biiyiime faktorleri gibi etmenler
ortamda arttik¢a graniiloza hiicreleri, 6-12 katmanli bir tabaka haline gelerek hiicrelerin
arasinda sivi dolu bosluklar olusmaya baslar. Hiyaliironik asitten zengin likor folikiili
denen bu s1v1 ¢ogaldikga, bosluklar birleserek yarim ay seklindeki biitiin bir bosluk olan
antrumu olusturur (Junqueira ve ark., 2003). Yapi artik, sekonder folikiil veya antral
folikiil olarak isimlendirilmeye baslarken oositin biiyiimesi, yaklagitk 125 pm ¢apa

ulastiginda, graniiloza hiicreleri tarafindan antruma salinan oosit maturasyon inhibitorii
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(OM]) ile baskilanir. Antral folikiilii ¢evreleyen, membrana graniiloza tabakasinin oosite
yakin kismindaki graniiloza hiicreleri, antruma dogru kumulus ooforus denen bir kabarti
olustururken, zona pellusidanin etrafini1 ¢evreleyen hiicre tabakasi, korona radiata olarak

isimlendirilir (Ross ve Pawlina, 2011).

Ry R D
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Sekil 2.5. Antral folikiilin fotomikrografi. GH: Graniiloza hiicrelerinden olusan stratum
graniiloza tabakasi, A: Antrum, Ti: Teka interna, TE: Teka eksterna (Ross ve Pawlina, 2011).

Baskin olan sekonder folikiil, 10 mm ¢apa ulastiginda graniiloza hiicrelerindeki
mitoz boliinmeler yavaglayarak, antrumun genisligi artar ve membrana graniiloza
tabakasi, oositin biiylimesiyle ayni oranda ¢ogalmadigindan incelir. Genis bir antrum ve
kalin bir teka tabakasi ile karakterize bu folikiile artik graaf folikiil denir. Graniiloza
hiicrelerinin arasindaki bosluklar arttik¢a, oosit ve etrafindaki korona radiata tabakasi
Kumulus ooforustan uzaklasarak, folikiilin igerisindeki sivida yilizmeye baslar.
Ovulasyondan birkag saat 6nce tamamlanan, |. mayoz ile sekonder oosit ve birinci polar

cisimcik meydana gelir (Junqueira ve ark., 2003).
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graniilozum, TI: Teka interna tabakasi (Ross ve Pawlina, 2011).

2.5. Ovulasyon

Ovulasyon; 28 giinliik menstrual siklusun ortalarinda, yaklasik 14. giiniinde ovule
olacak primer oositler arasindan, dominant olaninin bilyliylip geliserek enzimatik
reaksiyonlar ve hormonal bir dizi degisikliklerle, sekonder oosit halini almas1 ve graaf
folikiil igerisinden salinmasi siirecidir (Junqueira ve ark., 2003). Graaf folikiiliin
yiizeyinde, ovulasyondan hemen 6nce kan akimimin durmasindan kaynakli, stigma adi
verilen bir tiimsek goriiliir. Biiylimekte olan folikiil tarafindan iiretilen Gstrojenlerin
etkisiyle, 6n hipofizden LH salmimu tetiklenir ve ovaryumdaki kan akist hizlanir (Oktem
ve Urman, 2011). Artan LH etkisi ile prostaglandin ve kollajenaz enzimleri salinarak,
folikiiliin tunika albuginea tabakasinda yer alan, kollajen liflerinin sindirilmesine neden
olurken, prostaglandin ise teka eksternada yer alan diiz kas liflerinin kasilmasini tetikler.
Salinan hormonlar, folikiiliin igerisindeki sivi basincindaki artis ve eriyen kollojen lifler
nedeniyle zayiflayan folikiil duvari, yirtilarak sekonder oosit disariya atilir (R0SS ve
Pawlina, 2011).
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2.6. Korpus Luteum (Sar1 Cisim)

Sekonder folikiil ve birinci kutup cisimcigi, ovulasyonla graaf folikiilden serbest
birakildiktan sonra, folikiiliin geriye kalan teka interna ve graniiloza hiicreleri LH
varliginda, luteinizasyon denen bir siiregle morfolojik degisimlere ugrayarak, yag
damlaciklari ile kaplanirlar (Ross ve Pawlina, 2011). Luteal hiicrelerin sitoplazmasinda,
lipokrom adi verilen sari renkli bir pigment birikmeye baslar ve folikiil sivisinin
bosalmasi nedeniyle, kivrimli goriiniim kazanan yapi ovaryumun korteksinde bulunur
(Eroschenko, 2016). Korpus luteum ya da luteal bez olarak isimlendirilmeye baslayan bu
yapinin, teka interna tabakasinda yer alan lenfatik ve kan damarlari, graniiloza katmanina
dogru genisleyerek, vaskiilerize bir merkez olusturur. Progesteron ve Ostrojenlerin
salgilanmasin1 saglayan korpus luteum, fertilizasyon gerceklesmezse insan koryonik
gonadotropini (hCG) olmadigindan, progesteron ve ostrojenlerin salgilanmasi azalarak
dejenerasyona ugrar. Ovulasyon gergeklestikten 10-12 gilin sonrasinda, apoptozla
kaybolur. Eger fertilizasyon gergeklesirse, salgilanan hormonlarin etkisiyle uterusun
kapli oldugu endometriyum, biiyiiyiip gelisir ve zigotun yerlesmesi i¢in gerekli ortamin

hazirlanmasini saglar (Ross ve Pawlina, 2011).
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Sekil 2.7. Korpus luteum yapisin1 gosteren bir fotomikrograf. Hemotoksilen-Eozin boyamasi
(Eroschenko, 2016).

2.7. Folikiil Atrezisi

Ovaryumda yer alan, farkli gelisime sahip folikiillerden sadece 400 kadari
olgunluga ulasabilir. Geriye kalan folikiiller, graniiloza hiicrelerinin aracilik ettigi bir
apoptoz siireci ile dejenerasyona ugrayarak, ovaryumun stromasi i¢inde kaybolurlar
(Junqueira ve ark., 2003). Gelisimin herhangi bir asamasindaki her folikiil, atreziye
ugrayabildigi i¢in fetal hayatta, pubertede ve puberteyle birlikte goriilmeye baglayan
menstrual sikluslarda, hatta menopozdan sonraki ilk yillarda bile, otolizle ilgili tipik
degisimlere ugrayan oositin, etrafindaki kalintilar makrofajlar araciligiyla fagosite edilir.
Siirecin isleyisi, graniiloza hiicrelerindeki mitoz boliinmeler durduktan sonra apoptozun
baslamasin1 takiben, graniiloza tabakasinin makrofajlar ve notrofiller tarafindan
kusatilarak, folikiilde yer alan antrum igerisine dokiilmesi seklinde ilerler. Teka
hiicrelerinin, asir1 biiyimesi sonucu lipid depolanir ve zona pellusida dejenerasyona

ugrarken katlanarak kollabe bir hal alir ve bag dokusundaki makrofajlar tarafindan
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fagosite edilir. Folikiiliin yer aldig1 bosluga, stromal hiicrelerin migrasyonu sonucu kalan

bosluk kapatilir (Ross ve Pawlina, 2011).

2.8. Menstrual Siklus

Puberteyle birlikte baslayan ve menopoza kadar devam eden bu siireg, 0strojen ve
progesteron hormonlarinin etkisiyle, endometriyumun yapisinda degisimlere sebep
olarak farkli fazlarda gergeklesmektedir. Her kadinin sahip oldugu, bu siklik
dongiilerdeki tekrar sayisi kendi igerisinde bile farklilik gostermekle birlikte, ortalama
olarak 28 giin kabul edilen genel sayidir (Junqueira ve ark., 2003). Endometriyumun
yapisindaki kan damarlarinin, yirtilmasi ve dejenere olan hiicrelerin kanla birlikte
atilmasi, menstrual dongiiniin baslangici olarak kabul edilir. Bu kanamanin goériildigi ilk
giinden itibaren menstrual faz yaklasik 3-4 giin siirer. FSH ve LH hormonlarinin etkisiyle,
10-20 kadar primordiyal folikiil, gelisim gostermeye baslayarak aralarindan genellikle bir
tanesi, dominant olarak segilir ve menstrual siklusun 5-7. giinlerine denk gelen bu asama,
folikiiler faz olarak isimlendirilir. FSH hormonu, graniiloza ve teka hiicrelerini stimiile
ederek, ostrojen salgilanmasini tetikler ve folikiiliin limeninde Gstrojen miktrari arttikga,
hipofiz bezi dolayli olarak uyarilir FSH salinimi durdurulur (Moore, 2016). Ovulasyon
gerceklesmeden hemen 6nce, LH’1n tetiklemesiyle progesteron hormonu artmaya bagslar.
LH hormonunun kandaki seviyelerinin, ani bir sekilde pik yapmasindan yaklasik 10-12
saat kadar sonra ovulasyon gerceklesir. Graaf folikiilden sekonder oosit salinimi
gergeklestikten yani ovulasyondan sonra, geriye kalan yirtik folikiiliin teka ve graniiloza
hiicreleri morfolojik degisimlere ugrayarak, korpus luteumu olusturmaya baslar ve bu
evre luteal faz olarak isimlendirilir. Korpus luteum, Ostrojen ve fazla miktarda
progesteron salgilar ve eger ovulasyonla salinan oositin fertilizasyonu gerceklesirse,
ozellikle progesteron hormonu, endometriyumun yapisinda degisikliklere sebep olarak,
implantasyon i¢in sekretuar fazi baglatir. Oosit fertilize olmazsa, hormon diizeyleri
diismeye baglar ve korpus luteumun birkag giin icersin de dejenerasyonu gerceklesir R0sS

ve Pawlina, 2011).
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Sekil 2.8. Menstural siklusta ger¢eklesen olaylarin hipofiz bezi, folikiil gelisim evreleri, kandaki
hormon diizeyleri ve ovaryumun yapisinda meydana gelen degisikliklerin gosterildigi diyagram.
(Ross ve Pawlina, 2011).

2.9. Over Rezervi

Over rezervi; fetal hayatin ortalama 12. haftasinda primitif germ hiicrelerinin,
gonadal kabartilara yerlesmeye baslayarak, burada bir dizi mitoz ile sayisin1 ¢ogaltip,
primordiyal folikiillerin olusmaya baslamasi ile devam eden, bir kadinin
yumurtaliklarindaki sahip oldugu, primordiyal folikiillerin sayis1 ve kalitesini, hormonal
aktivitedeki etkinliklerinin degerlendirilmesi olarak tanimlanmaktadir (Seckin ve ark.,
2008) Over rezervindeki azalmanin baslica sebebi, yasa bagli olarak primordiyal
folikiillerin ugradig1 apoptotik siireglerdir. XX kromozomuna sahip bir embriyonun
ovaryumlarinda, yaklagik 7 milyon oogonyum bulunur ve doguma kadar olusan
folikiiller, atreziye ugrayarak sayilart 1-2 milyona kadar diiser. Puberteyle birlikte, zaten
300-400 bine gerilemis olan primordiyal folikiil say1si, her ay goriilen menstrual siklusun
farkli fazlarinda, ortalama 1000 kadar1 daha atrezik hale gelerek kaybedilir. (Dogan
Durdag ve Berker, 2008). Anti-miillerian hormon (AMH), gelismekte olan folikiillerin
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graniiloza hiicreleri tarafindan tretilmektedir (Demir, 2013). Ovaryumdaki primordiyal
folikiillerin varligi azaldikga, anti-miillerian hormon salinimi da azaldigindan dolay1, over
rezervini  olusturan primordiyal folikil havuzuyla ilgili dolayli bir iliski
kurulabilmektedir. (Dewailly ve ark., 2014). Over rezervinin belirlenmesinde, ayrica
folikiil uyarici hormon (FSH), anti-miillerian hormon (AMH) ve inhibin-B gibi
hormonlarin 6l¢timlerini igeren birgok test gelistirilmistir. Ayn1 zamanda ultrasonografi
ile  yumurtalik hacminin degerlendirilmesi igin, antral folikiil sayisina da

bakilabilmektedir. (Yenigeri ve ark., 2017).

2.10. Melatonin

Dermatolog Lerner tarafindan, 1958 yilinda ilk kez kurbaga ve baliklarin
derilerindeki melanosit hiicrelerinde, cilt aydinlatici etkisi {iizerine kesfi yapilan
melatoninin, sonralar1 biitiin omurgalilarda pineal bez ile gesitli organlar araciligiyla
salgilanan ve sirkadiyen ritmi diizenlemede etkili bir hormon oldugu saptanmstir (Lerner

ve ark., 1960).

V
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Sekil 2.9. Melatonin (N-asetil 5-metoksitriptamin) (Atasoy, 2019).

Melatonin hormonunun sekresyonu omurgalilarda, triptofanin bir dizi
biyokimyasal reaksiyonu ile gergeklesir (Giinhan, 2021). Biitiin canlilar i¢in melatonin
sentezi ve salgisi 151k yoklugunda gerceklesir ve insanlarda sekresyonun baskilanmasina
sebep olacak doz, 2500 lux olarak belirlenmis yesil 1siktir (Cam ve Erdogan, 2003).
Fotoreseptorlerle algilanan ortamdaki 1s1k yoklugu, pineal beze iletildikten sonra
besinlerle disaridan alinan triptofan aminoasiti, plazmadan alinarak hidroksilaz enzimi
sayesinde ilk olarak 5-hidroksitriptofan’a, 5-hidroksitriptofan dekarboksilaz enzimi ile

karboksil grubunu kaybederek, 5-hidroksitriptamine yani seratonine dondstiriiliir.
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Serotonin N-asetil transferaz enzimi ile asetillenir ve N-asetilserotonine doniistiiriliir. N-
asetilserotonin ise Hidroksiindol-o-Metiltransferaz ile N-asetil 5-metoksitriptamin’e yani

melatonine dondstiiriiliir. (Atasoy ve Erbas, 2017)
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Sekil 2.10. Melatonin sentezinin asamalar1 (Ozgelik ve ark., 2013).

Melatonin, sahip oldugu bu kimyasal yapi dolayisiyla hem lipofilik hem de
hidrofiliktir ve dokular ile hiicrelere kolaylikla gegis yapabilir. Intra seliiler alanlara
rahatlikla gecis yapabilme yeteneginden dolayi; hiicre zarini, ¢ekirdegi ve organelleri
serbest radikallerin neden oldugu hasardan koruyarak, antioksidan Ozellik gosterir.
(Giinhan, 2021) Melatonin; E vitamini C vitamini, Beta karoten gibi bilinen diger
antioksidanlarin aksine, oksidan maddeleri siipiiriicli etki gosterirken tirettikleri ara ve
yan {riinler, antioksidan olma o6zelligi tasimaya devam eder ve bu sebeple terminal

antioksidan olarak isimlendirilir (Atasoy ve Erbas, 2017).
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2.11. Melatoninin Fonksiyonlari

Melatonin sekresyonu, memelilerde sadece pineal bez araciligiyla ger¢eklesmez
ayn1 zamanda safra, gastrointestinal sistem, ovaryum, testis ve deride yer alan pigment
graniillerinden salinip sentezlenebilir, fakat kan dolagiminda bulunan melatoninin
yaklasik %80’1 albiimine bagli olarak bulunur ve pineal bez tarafindan sentezlenmektedir
(Ozgelik ve ark., 2013).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, pineal bezin sirkadiyen ritmi diizenlemede
oldukca etkili isleve sahip oldugunu, bununda baslica salgi iiriinii olan melatonin
hormonuyla baglantili olarak gergeklestirildigi saptanmistir (Kleszczynski ve Bohm,
2020). Melatonin hormonu, antioksidan 6zelliginin yani sira antiinflamatuar, timor
gelisimini engelleyici, bagisiklik sistemini giliglendirici etkilere, ayn1 zamanda deride yer
alan melanositlerde pigment graniillerinin degisimini diizenleyerek, giinesin zararina
kars1 koruyucu 6zellikte, uyku problemi olan kisilerde eksojen melatonin uygulamasinin,

uyku siiresini ve kalitesini arttirici etkisi oldugu belirlenmistir (Sener, 2010).

Viral enfeksiyonlarin olusturdugu nitrik oksit ve tiirevleri (O2,NO), hidroksil
(OH), peroksinitrit (ONOO) gibi serbest radikaller; hiicrelerde yiiksek oksidatif strese
neden olarak DNA, protein, lipit gibi temel yapilarda hasarlara sebep olabilmektedir.
Hiicrelerin esansiyal bolgelerinde meydana gelen hasarlar, viral enfeksiyonlarin neden
oldugu bazi hastaliklarin temelini olusturur. Serbest radikallerin neden oldugu bu
olumsuz etkiler, melatonin gibi antioksidanlar araciligiyla giderilebilir (Giimiisova ve
Memis, 2014). Melatoninin, hidrojen peroksit (H202) radikalini E vitamininden iki kat,
hidroksil (OH) radikalini glutatyondan bes kat daha giiclii etkisiz hale getirdigi
saptanmigtir. Hiicre zarmin dis ylizeyine tutunarak, orada bir bariyer gorevi istlenen
melatonin, radikalleri membrana ulasamadan detoksifiye ederek zararli etkilerinden
arindirir (Atasoy ve Erbas, 2017). Melatonin serbest radikaller tizerindeki direkt etksinin
yani sira, dolayli olarakta glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktivasyonunu
tetikleyerek, hidroperoksitlerin metabolize edilmesini saglar (Sener, 2010). Melatonin
hormonu, etki ettigi dokulara reseptdrleri araciligiyla baglanir ve MT1, MT2, MT3 olmak
lizere ii¢ tip reseptorii tanimlanmistir. MT1 reseptorii; memelilerde daha ¢ok renal
fonksiyonlar, reprodiiktifislevler, sirkadiyen ritim, uyku ve retina Ca+2-bagimli dopamin

saliverilmesi gibi 1518a bagimli gerceklesen olaylarin yiiriitiilmesinden sorumludur. MT2
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reseptorii; MT1 reseptoriine %60 homoloji gosterir ve retina, beyinde hipotalamusta,
testislerde, bobrek, meme bezleri, deri, immiin sistemde yer alir. MT3 reseptdriiniin
varligi ise kuslarda ve bazi amfibi tiirlerinde tespit edilmistir (Dubocovich ve Markowska,
2005). Melatoninin sahip oldugu reseptorlerle, ovaryumda graniiloza hiicrelerine
tutunarak progesteron salgilanmasini arttirdigi tespit edilmistir (Kus ve Sarsilmaz, 2002).
Mevcut olan kanitlar, folikiilogenez sirasinda folikiil sivisinda plazmada bulunandan on
kat daha fazla konsantrasyona sahip melatonin varligini gostermis ve akabinde
folikiillerin, gelistikge melatonin ihtiyacinin arttigi tespit edilmistir. Melatoninin,
folikiillerde antioksidan etki gosterdigi ve progesteron salinimini arttirdigi bulunmustur

(Salt ve ark., 2017).

Canlilar yas aldikca, organ ve dokularinda cesitli islev kayiplar1 ve anatomik
bozukluklar meydana gelmektedir. Antioksidan kapasitesinin azalmasi ile birlikte serbest
radikallerin olusturdugu oksidatif stres, hiicrelerde tolere edilemeyecek seviyelere
ulastiginda, bu durum doku ve organlarin dejenerasyonu ile sonuglanir. p-adrenerjik
reseptorler, pineal bezin membrani iizerinde bulunan ve geceleri sempatik noronlardan,
norepinefrin salgilanmasini tetikleyerek melatonin sentezinin artmasini saglayan, bir dizi
biyokimyasal reaksiyonun araciligini iistlenmektedir. Yaslanma ile birlikte, p-adrenerjik
reseptorlerin sayisindaki azalma; 6nemli bir radikal siipiiriiciisii olan melatonin sentezinin
de azalmasina sebep olarak, Oncelikle beyin dokusunu oksidatif hasara agik hale
getirmektedir (Mollaoglu ve Ozgiiner, 2005). Nérodejeneratif hasarlarm sebepleri
incelendiginde, melatonin seviyelerindeki azalmaya bagli olarak artan serbest radikaller
gosterilmektedir ve eksojen melatonin uygulamasinin, bu durumu engelleyebilecek
ozellikte oldugu bildirilmistir (Sener, 2010).

Yash farelere melatonin uygulanarak sonuglarin incelendigi bir ¢alismada, hem
erkek hemde disi farelerin cinsiyet organlarinda rejenerasyon gézlemlenmis, ayrica geng
farelerde oldugu gibi seksiiel ilgi ve performanslarinda artis oldugu tespit edilmistir
(Olmez ve ark., 2000).

Yapilan calismalardan goriildiigii gibi hem endojen hem de eksojen melatonin
hormonu viicutta birgok fizyolojik, biyolojik aktiviteyi gerceklestirmekte sahip oldugu
lipofilik kimyasal yap1 dolayisiyla, intraseliiler bolgelerde radikal siipiiriicii olarak gorev
yapmaktadir. Bugiine kadar melatoninin, in vitro fertilizasyon (IVF) calismalarinda
medyumlar igerisine eklenerek, tedaviye olumlu katkilari oldugu gosterilmektedir (Yiicel
ve ark., 2018).
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2.12. PTEN/PI3K/AKT Yolag

Okaryotlarda, fosfataz ve kinaz enzimleri tarafindan kontrol edilen fosforilasyon
ve defosforilasyon ile proteinler morfolojik degisimlere ugrayarak, hiicresel faaliyetlerini
durdurur veya aktiflestirir (Johnson, 2009). Hiicrelerin fizyolojileri bozuldugunda veya
onarilmas1 miimkiin olmayan hasara ugradiklarinda, daha biiyiik komplikasyonlara sebep
olmadan programli bir sekilde ortadan kaldirilmasi gerekmektedir. Apoptoz olarak
adlandirilan bu siireglerde, ¢esitli proteinler birbirlerinin aktiflesip inaktiflesmesini
tetikleyerek sinyaller iiretir ve hiicrelerin nihai sonuna karar verici etkiler olusturur (Kaya
ve ark., 2012). Onkogenez de oldugu gibi istenmeyen ve kontrolsiiz boliinme yetenegi
kazanmus hiicreler, apoptoz gibi siireclerden mahrum oldugundan hasarli hiicreler birikip
bolinmeye devam ederek malign tiimdrler invazyon gosterir (Yokus ve Cakir, 2012).
Kanser olusumunda etkili, yaklasik 250 gen tanimlansa da mekanizmalar heniiz tam
olarak anlagilmis degildir. Yine de bilinen onkoproteinlerin dahil edildigi yolak
sistemleri, kanser yolaklari olarak isimlendirilmeye devam edilmekte ve birgok kanserde

bir veya birkagi aktif gorev almaktadir (Pazarbasi ve ark., 2011).

PTEN/PI3K/AKT yolaginin temel mekanizmasina bakildiginda,
Fosfatidilinositol-3 kinazlar (PI3K) otofaji, apoptoz, hiicre dongiisii, biiyiimesi,
farklilagsmasi gibi hiicresel aktivitelerin diizenlenmesinde rol oynayan tirozin kinaz
reseptorleri (RTK) ve G proteinlerine bagli reseptorler, sitokinler, biiylime faktorleri

tarafindan aktive edilirler (Kiipeli, 2022).

Bir sitokin, biiyiime faktorii, G proteine bagli reseptorler veya tirozin kinaz
reseptorleri tarafindan aktiflesen PI3K proteini; Fosfatidilinositol-4,5 bifosfat1 (PIP2)’yi
Fosfatidilinositol-3,4,5 trifosfata (PIP3)’e doniistiriir (Hemmings ve Restuccia, 2012).
Yolagin negatif diizenleyicisi olarak gorev alan PTEN; Fosfataz ve Tensin homologu
PIP3’iin PIP2’ye doniistiirerek siirecin ters yonlii kontroliinii saglar (Hollander ve ark.,
2011).
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Sekil 2.11. PI3K proteinin aktivasyonu (Hemmings ve Restuccia, 2012).

PTEN tiimor baskilayici geni; 10923 kromozom bélgesinde konumlanmis ve
hiicre biiylimesi, go¢ii, apoptozu, proliferasyonu gibi faaliyetlerin diizenlenmesinde gorev
alir.  Ekspresyonunun azalmasi, lipid fosfataz aktivitesinin bozulmasini neden olarak
endometriyum, meme, over, prostat kanserlerin de sik gézlenmistir (Akdeniz ve ark.,
2018). Ayrica yapilan bir galismada, PTEN geninin yoklugunda farelerin ovaryumlarinda
yer alan primordiyal folikiillerin tamaminin, ¢ok erken yaslarda hizla olgunlasarak olmas1
gerekenden daha kisa siirede tiikendigini ve primordiyal folikiil olgunlasmasinda kilit bir

oneme sahip oldugu bulunmustur (Reddy ve ark., 2009).

PIP3’iin aktif formu, serin/treonin protein kinaz enzimi olarak bilinen protein
kinaz B, yani Akt’nin plekstrin homoloji (PH) bolgesine baglanarak etkinlestirilmis olur
(Manning ve Toker, 2017). Akt’nin asir1 iretimi; hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi ve apoptoza
gosterilen direng gibi siireglerle dogrudan iliskili oldugundan, Akt’nin kontrol edilmesini
saglayan mTOR sinyal yolaginin da anlasilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir (Janku ve
Polivka., 2014).

mTOR protein kinazi, organ ve doku nakillerinden sonra viicudun bagisiklik
sistemini baskilamak i¢in kullanilan, rapamisin antibiyotiginin memelilerdeki hedefidir.
mTOR farkli proteinlerle baglanarak, mMTORC1 ve mTORC2 komplekslerini meydana
getirmektedir. Akt’nin tam olarak aktiflesebilmesi i¢cin mTORC2 tarafindan ek bir

fosforilasyona ugramasi gerekmektedir. mTORC2 kompleksinin de siirece katilmasiyla
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aktiflenen Akt, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde gorev alan farkli protein kinazlar

tetikler (Felici ve Klinger, 2021).

Akt'nin bir diger hedefi de FOXO transkripsiyon faktorleridir. Forkhead box
(FOX) transkripsiyon faktorleri, insanda 100’den fazla c¢esidi bulunan ve sekans
dizilimlerindeki benzerliklerine gore FOXA’dan FOXS’ye kadar 19 alt {iyeye ayrilmis
bir protein grubudur. Forkheadbox O transkripsiyon faktorleri, trombosit tiirevli biiyiime
faktorleri (PDGF) ve insiilin benzeri biiylime faktorii I (IGF-I) gibi biiylime faktorlerine
cevap olarak, Akt tarafindan FOXO fosforilasyonu ile sitoplazmik saperonlar tarafindan
baglanir ve niikleusa gegemez. Gen ekspresyonu saglanamadigindan, hiicre biiyiimesi
durur ve apoptozun uyarilmasi saglanir (Vuranok, 2022). Mevcut olan bir ¢aligmada,
farelere  verilen melatoninin PTEN/AKT/FOXO3 yolaginin  aktivasyonunun
baskilanmasimi sagladigini ve sisplatinle indiiklenmis over rezervi iizerine koruyucu
etkisi oldugu bulunmustur (Jang ve ark., 2016). Hiicresel siireglerin diizenlenmesinde,
anabolik ve katabolik olaylarin dengede gergeklesmesi, yasamsal faaliyetlerin saglikli
devamlilig1 agisindan 6nemlidir. PTEN/PI3K/AKT gibi, hiicrelerde 6zellikle katabolik
aktiviteleri diizenleyen yolaklarda meydana gelen mutasyonlarin, kalitsal kanserlerde
biiyiik etkiye sahip oldugu son yillarda yapilan ¢alismalarda gosterilmektedir (Kiigiikoner
ve Isikdogan, 2013).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan 14.07.2023 tarihinde
PAUHADYEK-2021/39 numarasiyla onay alinarak gergeklestirilen bu ¢alismada
kullanilan hayvanlar, Pamukkale Universitesi Deneysel Cerrahi Uygulama Merkezinden
tedarik edildi. Agirliklar1 ortalama olarak, 25-30 gram arasinda ve 12 haftalik 24 adet, 20
aylik 24 adet olmak iizere Balb/c cinsi saglikli disi fare ve toplamda 48 adet Balb/c cinsi
saglikli fare kullanildi. Standart fare yemi (8mm’lik pellet yem) ile sehir sebeke suyu
hayvanlara beslenme sinirlandirilmasi getirilmeden (ad libitum) verildi. Deney protokolii
boyunca, fareler sicakligi (21 = 1 ° C) ve nem orani (65-70%) kontrol edilen, 12 saat 151k-
karanlik periyotlu, sessiz bir oda igerisinde veteriner hekim gozetiminde bakilarak
barmdirildi. Yasl ve eriskin olarak kendi i¢lerinde 3 gruba ayrilan fareler, sessiz bir odada
ayr1 kafeslerde tutularak kuyruklari igaretlendi. Calisma kapsaminda yapilan doku takibi,
histokimyasal ve immiinohistokimyasal analizler, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.

3.1. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Literatiirdeki caligsmalar incelendiginde, istatistiksel analizlerin dogrulugu ve
giivenilirligi i¢in gruplar n=8 olmak iizere, toplamda 6 grup olusturulacak sekilde
hayvanlarin tartimi yapilarak not edildi. Yash eriskin ayrimi gozetilerek, rastgele
gruplandirilan fareler, standart sartlar altindaki odaya kuyruklar1 boyanip isaretlenerek
ayr kafeslerde yerlestirildi. Olusturulan gruplar; Eriskin Kontrol (EK, n=8), Eriskin
Sham (ES n=8), Eriskin Melatonin (EM n=8), Yasli Kontrol (YK n=8), Yasli Sham (YS
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n=8), Yasli Melatonin (YM n=8) olmak iizere, toplam 6 gruba ayrildi ve grup

isimlendirmelerinin etiketlerin de bas harfler kisaltma olarak kullanildi.

Sekil 3.1. Deney hayvanlarinin farkli kafeslerde gruplandirmasi.

3.2. Deney Gruplarina Yapilan Uygulamalar

Deney siiresince, kontrol olarak belirlenen hem yasli hem de eriskin farelerin
higbirine yem ve su diginda farkli bir gida takviyesi verilmedi ve 7 giinliik siire¢ boyunca
herhangi bir uygulama yapilmadi. Sham gurubu olarak belirlenen yasl ve eriskin farelere;
%10’a seyreltilmis etanol periton igine (intraperitoneal:IP) olarak verildi. Melatonin
gruplarinin, her birindeki hayvanlarin gramlari baz alinarak hesaplamalar yapildi ve 10
mg/kg dozda %10’a seyreltilmis etanol ile hazirlanmis melatonin ¢6zeltisi, intraperitoneal

olarak 7 giin boyunca uygulandi.
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Sekil 3.2. Intraperitoneal enjeksiyon uygulamasi.

3.3. Deney Hayvanlarina 7 Giin Boyunca Uygulanan Maddelerin Hazirlanmasi

3.3.1. Melatoninin hazirlanmasi ve uygulanmasi

Yash ve eriskin saglikli disi olarak gruplandirilmig, toplamda 16 adet farenin
tartimlar1 yapildi ve not edildi. Melatoninin, 10mg/kg dozda olabilmesi i¢in hayvanlarin
gramlar1 dikkate alinarak hesaplamalar yapildi. Giinliik taze olarak hazirlanan uygulama
dozu i¢in 4,8 mg melatonin, hassas terazide tartilarak 15ml’lik falkon tiipe konuldu,
tizerine 480 pL absolii etanol mikropipet ile ¢ekilerek falkon igerisine aktarildi.
Melatonin, etanol igerisinde ¢oziiniinceye kadar vorteks ile karigtirildi. Cozelti {izerine,
4,32 ml distile su eklenerek vortekslendi. Asagidaki tabloda belirtilen oranlarda,
intraperitoneal olarak 7 giin boyunca (20:00-21:00 saatleri araliginda), blu marka insiilin

enjektorii kullanilarak uygulama yapildi.



Sekil 3.3. Hassas terazide melatoninin tartilmas.

Sekil 3.4. Melatoninin etanol i¢inde ¢ozdiiriilmesi.

27



28

3.3.2. %10’luk Etanoliin hazirlanmasi ve uygulanmasi

Sham grubundaki fareler igin isolab marka absolii etanolden, 480 uLL mikropipet
ile alinarak falkon igerisine aktarildi. 4,32 ml distile su, falkona eklenerek vortekste
karistirildi ve 16 fare igin 7 giin boyunca, taze olarak her giin yeniden hazirlandi. Tabloda
belirtilen oranlarda, 7 giin boyunca (20:00-21:00 saatleri araliginda) blu marka insiilin

enjektorti kullanilarak intraperitoneal olarak farelere verildi.

Sekil 3.5. Absolii etanoliin %10’a seyreltilmesi.

3.3.3. Gruplara yapilan uygulamalar

Calisma i¢in kullanilan deney hayvanlarinin bulundugu gruplar, agirliklar: ve 7

giin boyunca uygulanan maddelerin miktarlari tabloda gosterilmektedir.



Tablo 3.1. Deney gruplarina yapilan uygulamalar.

Uygulanan Doz Agirhk Uygulanan
Grup Numara )l/\gladde g(g) miykgt]ar (mL)
1 Etanol %10 26 0,260
2 Etanol %10 29 0,290
3 Etanol %10 27 0,270
o 4 Etanol %10 26 0,260
Eriskin Sham 5 Etanol %10 31 0,310
6 Etanol %10 28 0,280
7 Etanol %10 27 0,270
8 Etanol %10 30 0,300
1 Etanol %10 33 0,330
2 Etanol %10 30 0,300
3 Etanol %10 29 0,290
4 Etanol %10 31 0,310
Yash Sham 5 Etanol %10 30 0,300
6 Etanol %10 28 0,280
7 Etanol %10 29 0,290
8 Etanol %10 32 0,320
1 Melatonin 10mg/kg 28 0,280
2 Melatonin 10mg/kg 27 0,270
3 Melatonin 10mg/kg 29 0,290
Eriskin 4 Melatonin 10mg/kg 31 0,310
Melatonin 5 Melatonin 10mg/kg 28 0,280
6 Melatonin 10mg/kg 26 0,260
7 Melatonin 10mg/kg 29 0,290
8 Melatonin 10mg/kg 25 0,250
1 Melatonin 10mg/kg 31 0,310
2 Melatonin 10mg/kg 29 0,290
3 Melatonin 10mg/kg 33 0,330
. 4 Melatonin 10mg/kg 28 0,280
Yash Melatonin 5 Melatonin | _10mg/kg 29 0,290
6 Melatonin 10mg/kg 30 0,300
7 Melatonin 10mg/kg 28 0,280
8 Melatonin 10mg/kg 27 0,270
1 - - 29 -
2 - - 31 -
3 - - 30 -
o 4 - - 26 -
Eriskin Kontrol 5 - - 31 -
6 - - 28 -
7 - - 27 -
8 - - 29 -
1 - - 33 -
2 - - 31 -
3 - - 29 -
4 - - 28 -
Yasli Kontrol 5 . 5 0 :
6 - - 30 -
7 - - 28 -
8 - - 31 -
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3.4. Deneyin Sonlandirilmasi

7. Giin boyunca (20:00-21:00 saatleri araliginda), melatonin ve etanol uygulanan
biitiin hayvanlar, kontrol gruplariyla birlikte 8. Giinde ketamin/ksilazin 200/10 mg/kg
intraperitoneal olarak farelere verildikten sonra, servikal dislokasyon yontemi ile
sakrifiye edildi. Penset ile refleks kontrolii yapildiktan sonra, anesteziye girdiginden emin
olunan hayvanlarin batin 6n duvari, insizyonla agilarak tuba uterina ve ovaryumlari
tamamen ¢ikarilarak, i¢erisinde serum fizyolojik bulunan petri dise alind1. Farelerin beyin
ve omurilik baglantis1 kesici alet yardimiyla birbirinden ayrildi ve deney sonlandirildi.
Ovaryumlar, histokimyasal ve immiinohistokimyasal analiz i¢in %10’luk formaldehit
igerisinde etiketli kasetlerde 48 saat bekletilip, sirasiyla doku takibi, bloklama islemleri

gerceklestirilerek boyama prosediirleri izlendi.

Sekil 3.6. Refleks Kontroliiniin saglanmas.



Sekil 3.7. Servikal dislokasyon uygulamasi.

Sekil 3.8. Batin 6n duvarindan insizyon ile organlarin ¢ikarilmasi.
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3.5. Doku Takibi

3.5.1. Fiksasyon islemi

Deney hayvanlarinin kesimi ile petrilerin igerisine alinan disi ireme organlari,
mikroskop altinda uterus ve tuba uterinalarindan bistiiri ile ovaryumlari ayrildiktan sonra,
%10’luk formaldehit igerisinde grup isimlerine gore etiketlenerek, doku kasetlerine
aktarildi ve idrar kaplarinda saklandi. Dokular, %10’luk formaldehit igerisinde 48 saat
bekletildi.

3.5.2. Dehidratasyon islemi

%10’luk formaldehitte, sertlesmesi i¢cin 48 saat boyunca bekletilen ovaryum
dokularimin kasetleri, tekrar kontrol edildi. Etiketleri ve agilmadigindan emin olunan
biitiin kasetlerde yer alan ovaryum dokulari; siralamasi asagida belirtilen alkol
serilerinden gegirildi. Bu islemler sayesinde, dokularin igerisindeki su ve yagin
uzaklastirilmas1 saglanarak, bloklama isleminde kullanilacak parafininin dokularin

icerisine rahatca yerlesmesi saglandi.

1. %50’1ik etil alkol ig¢erisinde 60 dakika bekletildi.
2. %70’lik etil alkol icerisinde 60 dakika bekletildi.
3. %80’lik etil alkol igerisinde 60 dakika bekletildi.
4. %90’ 11k etil alkol icerisinde 60 dakika bekletildi.
5. %95’lik etil alkol i¢erisinde 60 dakika bekletildi.
6. %100’liik etil alkol icerisinde 60 dakika bekletildi.

7. %100’liik etil alkol icerisinde 60 dakika bekletildi.
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3.5.3. Seffaflastirma

Alkol serilerinden sirasiyla gecirilerek, doku igerisindeki su uzaklastirildiktan
sonra ovaryum dokulari, alkolden temizlenmesi amaciyla ksilen 1 ve ksilen 2’de sirasiyla

1’er saat bekletilerek, alkolden arindirildi ve seffaflastirma iglemi tamamlanda.

3.5.4. Parafinizasyon

Dokunun biitiinliiglinii koruyarak sertlesmesinin saglanmasi amaciyla alkolden ve
sudan arindirilmis ovaryum dokulari, sicakligi 58-60 °C etiiv igerisinde dnceden eritilmis
parafin 1 igerisinde, 1 saat inkiibasyona birakildi ve ksilen kalintilarindan arindirildi. 1
saatlik bekleme siiresinin sonunda, 58-60 °C etiiv i¢erisinde dnceden eritilmis haldeki
parafin 2 igerisinde, 1 gece boyunca inkiibasyona birakilarak dokular, bloklamaya hazir
hale getirildi.

3.5.5. Dokularin bloklanmasi

Her hayvanda, iki adet ovaryum dokusu oldugu i¢in 96 adet uzun ince seritler
halinde kagitlar kesilerek, grup isimlerine gore etiketler hazirlandi. Bloklama isleminin
yapilacaglr masanin lizeri temizlenerek, bloklama kalip demirleri (L demirleri) kare
olusturacak sekilde masaya yerlestirildi. Icerisine siv1 parafin dokiileceginden dolayi,
aralarinda hi¢ bosluk kalmadig1 kontrol edildi. Bir gece boyunca, parafin 2’de etiiv i¢inde
bekletilen dokular, ¢ikartilarak gruplarina gére ayrildi. Tasnifinin kolay olmasi i¢in her
grup icin farkli renkli doku kasetleri kullanildi. Temiz 6nceden eritilmis sivi haldeki
parafin, hazirlanan bloklama kalip demirlerinin i¢erisine dokiildii. Ovaryum dokulart, egri
penset yardimui ile parafinin igerisine yerlestirildi ve serit halindeki dokunun ait oldugu
grubu gosteren etiket, dokuya degmeyecek sekilde konumlandirildi. Islemler, biitiin
dokular i¢in tekrar edildi ve bloklar, parafinin donmasi i¢in sogumaya birakildi. Parafinin
dondugundan emin olunduktan sonra, bloklama demirleri ¢ikartildi ve temizlendi. Doku

bloklari, etiketli olarak bir kutu i¢erisinde muhafaza edildi.
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3.5.6. Mikrotom ile dokulardan kesit alinarak lam iizerine aktarilmasi

Daha onceden hazirlanan doku bloklari, kesit alma isleminden 30 dakika Oonce
buzluga kaldirildi. Dokular buzlukta beklerken, su banyosunun igerisine saf su konuldu
ve sicakligi 45-50 °C’ye ulasincaya kadar beklendi. Kesit kalinliginin 4-5 pum olmas igin,
mikrotomun gerekli ayarlar1 yapilarak kesit alinacak blok, mikrotoma yerlestirildi ve
sabitlendi. Seritler halinde seri kesitler alinarak, 6nceden 1sitilmis su banyosuna aktarildi.
Kesitlerdeki kirisikliklar giderilinceye kadar suda yiizen seritler, histokimyasal boyama
icin ekonomik kalitedeki lama, immiinohistokimyasal boyama i¢in polilizin kapli lama
aktarild1 ve lamlar kursun kalem ile etiketlendi. Biitiin bu igslemler, mevcut dokularin

tamamu igin tekrar edildi.

3.5.7. Deparafinizasyon islemi

Dokularmn lam {izerine sabitlenmesi ve parafinin sicakligin etkisiyle, bir miktarda
olsa uzaklastirilmasi amaciyla boyama asamasina gecilmeden once kesitler, zembillere
dizilerek 58-60 °C etiiv igerisinde 3-4 saat bekletildi. Dokularin i¢erisine giren parafinden

arindirilmasi i¢in lam tizerindeki kesitler, ksilen serilerinden gegirildi.

1. Giris ksilen 1°de 30 dakika bekletildi.
2. Giris ksilen 2°de 30 dakika bekletildi.

Ksilen serilerinden gegirilerek parafinden arindirilan dokular, ksilenden

temizlenmesi i¢in azalan alkol serilerinden asagida belirtilen sirayla gecirildi.
a) %100’1iik etil alkol (giris) icerisinde 5 dakika bekletildi.
b) %95’lik etil alkol (giris) igerisinde 5 dakika bekletildi.
c) %90’lik etil alkol (giris) icerisinde 5 dakika bekletildi.
d) %80’lik etil alkol (giris) igerisinde 5 dakika bekletildi.
e) %70’lik etil alkol (giris) igerisinde 5 dakika bekletildi.

f) %50’lik etil alkol (giris) icerisinde 5 dakika bekletildi.
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Alkol serilerinden sirasiyla gecirilen dokularin, su kayiplarinin giderilmesi igin
hidratasyon asamasia gegildi ve kesitler distile su igerisinde 10 dakika bekletildi.

Deparafinizasyon islemi sonlandirilan dokular, boyama islemi i¢in hazir hale geldi.

3.6. Hematoksilen & Eozin boyama

Hidratasyon islemi tamamlanan ve tekrar su kazanmasi saglanan Kkesitler, asagida

belirtilen H&M Boyama prosediirii takip edilerek boyandi ve kapatildi.

1. Distile su igerisinde 10 dakika bekletilen kesitler, suyu siizdiiriilerek hematoksilen
(Merk Harris’ hematoksilen) boyasinda kontrollii olarak 5-7 dakika bekletildi.

2. Akan su igerisine daldirilip kurulanan kesitler, 1s1tk mikroskobunda boya
yogunlugu kontrol edildikten sonra boyay1 almayan kesitler, farkli bir zembile ayrilarak
kontrollii olarak hematoksilende bekletildi.

3. Boyay1 istenenden fazla yogun alan kesitler, 10 saniye boyunca asit alkol
karisimina daldirilip ¢ikartilarak fazla boya kesitlerden uzaklastirildi.

4. Asit-alkol ¢ozeltisinden alinan kesitler, tekrar akan suya batirilip amonyakli suda
10 saniye bekletildi.

S. Amonyakli su icerisinden alinan kesitler, akan suya batirilip kurulandiktan sonra
eozin (Merk Eozin Y-soliisyonu) i¢erisinde kontrollii olarak 3-4 dakika bekletildi.

6. Kesitler eozinden alinip, akan suya daldirilip c¢ikartildiktan sonra kurutma
kagidina siizdiiriiliip, 151k mikroskobunda boya yogunlugu kontrol edildi.

7. Sirastyla %50, %70, %80, %90, %95°1ik etil alkol (¢ikis) serilerinde 1’er dakika,
%100’liik etil alkolde (¢1kis) 10 dakika bekletildi.

8. Son %100’liik etil alkoliinden (¢ikis) alinan kesitler sirasiyla ksilen 1 ve ksilen
2’de 5’er dakika bekletildi.

9. Boyama iglemi tamamlanan kesitler, kurutma kagidina dizilerek iizerine 1 damla
entellan, pastor pipeti yardimiyla damlatildu.

10. Kesitler, igerisinde hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek lameller ile

kapatildi ve preparat haline getirilerek kurumasi i¢in birakildi.

Preparatlar; Olympus BX51 ve Olympus DP72 marka/model cihazlar araciligiyla

incelenip, oosit sayimi yapilip fotograflandi. Her grup igin biitiin islemler tekrar edildi.
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3.6.1. Folikiil sayim yontemi

Parafin bloklardan mikrotom cihaziyla 5 mikronluk seri kesitler alindi. Farelerin
ovaryum dokularindan 1., 5. ve 10. Kesitleri lamlara alindi ve Hematoksilen-E0zin

boyama uygulandiktan sonra 151k mikroskobunda folikiil sayimi1 yapildi.

Folikiil sayiminda; primordiyal, primer, sekonder, tersiyer ve atretik folikiillerin sayimi

yapildi. Folikiiller su sekilde tanimlanda:
Primordiyal Folikiil: Oosit etrafinda tek katli yass1 graniiloza hiicreleri ile gevrili,
Primer Folikiil: Oosit etrafinda tek katl kiibik graniiloza hiicreleri ile ¢evrili,

Sekonder Folikiil: Oosit ¢ok tabakali kiibik graniiloza hiicreleri ile ¢evrili ve antral

boslugu ¢ok az olan folikiiller,

Tersiyer (Graaf) Folikiil: Oositin etrafi ¢ok katli kiibik grantiloza hiicreleriyle ¢evirili,

antum boslugu genislemis, kumulus ooforusu tabakasi bulunan folikiiller,

Atretik Folikiil: Ovulasyon olmadan dejenerasyon siirecine girmis folikiil, oosit niikleusu
kiigiiliip biiziilmiis, normal seklini kaybetmis piknotik niikleuslu, graniiloza hiicrelerine

sahip folikiiller.

3.7. Immiinohistokimyasal Boyamalar

Mikrotom cihazi ile 5 pm’luk kesitler alman ovaryum dokulari,
immiinohistokimyasal boyama prosediirlerinin uygulanmasi i¢in kursun kalem ile
etiketlenmis, polilizin kapli lamlara alindi. Lamlar, 1 gece etiivde bekletildi ve
immiinohistokimyasal boyama protokolii kullanilarak, biitlin gruplar i¢in islemler agagida
belirtilen sira ile gergeklestirildi. Calismamizda yer alan ii¢ farkli yolak belirteci olarak;
FNab00271 (AKT antibody), FNab06416 (PIK3RS5 antibody), Sab5600075 (PTEN

antibody) primer antikorlari kullanilarak, datasheette belirtilen oranlarda diliie edildi.

1) Polilizin kapli lamlara alinan dokular, tasima sepeti igerisinde 60 °C etiivde 1 gece

bekletildi.
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2) Ksilen igerisine tagima sepeti ile birlikte yerlestirilen dokular, 1 saat boyunca
bekletilerek deparafinizasyon saglandi.

3) 1 saat sonunda ksilenden ¢ikartilan dokular kurutuldu ve PAP pen ile dokularin
etraft sinirlandirildi.

4) Dokular, sirasiyla %100, %96, %80, %70, %50°lik etil alkol serilerinin her birinde
iki dakika bekletildi.

5) Etil alkol serilerinden gegirilen doku kesitleri, 5 dakika distile su igerisinde
bekletildi.

6) Daha onceden 1X’e seyreltilmis fosfat tamponu (PBS) ile kesitler 3 kez 5’er
dakika yikandi. Bu islem sirasinda, 10:1 oraninda %30’luk H202 ile 10:9
oraninda absolii metanol karistirilarak, hidrojen peroksit soliisyonu hazirlandi.

7) Endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in hazirlanmis hidrojen peroksit
soliisyonu, dokularin {izerine damlatilarak 15 dakika boyunca bekletildi.

8) Dokularin iizerindeki hidrojen peroksit sollisyonu dokiildi ve 3 kez 5’er dakika
1X’lik derisimdeki PBS ile yikandi.

9) Son PBS ile yikama yapildiktan sonra lamlar, buzdolabi igerisine
kaldirilacagindan uygun kaplara yerlestirildi.

10) Immiin boyamanin sekonder kitinde (Thermo Scientific) yer alan A soliisyonu
(blok soliisyonu) ile dokularin yiizeyleri kaplandi ve 10 dakika bekletildi.
Bekleme siiresi boyunca, tiim primer antikorlar tek kullanimlik ampul igerisindeki
steril distile su ile datasheetindeki belirtilen oranlara uygun olarak diliie edildi.

11) A soliisyonu, kesitlerin izerinden dokiildiikten sonra 6nceden diliie edilen primer
antikorlar, dokularin iizeri tamamen Kkaplanacak sekilde damlatilarak
buzdolabmin +4°C kismina uygun kaplarda yerlestirilerek, 1 gece inkiibasyona
birakildu.

12) Diger giiniin sabahinda, kesitler 1X’lik PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi.

13) iImmiin boyamanin sekonder kitinde yer alan B soliisyonu, Biotinlenmis afiniteye
sahip primer antikorla reaksiyon veren sekonder antikor; biitiin kesitlere
damlatilarak 40 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

14) Bekleme siiresinin sonunda, kesitlerin iizerindeki B soliisyonu dokiilerek 1X’lik
PBS ile 3 kez 5 dakika yikama islemi yapildi.

15) Sekonder kitte yer alan soliisyon C, immiin boyamanin sekonder antikorlariyla
reaksiyon veren enzimleri igerir ve Kesitlerin iizerine damlatilarak, oda

sicakliginda 20 dakika inkiibasyona birakildi.
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16) Kesitlerden C soliisyonu uzaklastirildiktan sonra 1X’lik PBS ile 3 kez 5’er dakika
yikama yapildi.

17) PBS ile yikama islemi yapilirken, es zamanli olarak DAB kromojen Kiti (Thermo
Scientific) kullanilarak hazirlanan enzimatik DAB boyasi, 1s1ga duyarli
oldugundan aliiminyum folyo ile sarilmis falkon tiip igerisinde DAB
soliisyonundan konuldu ve iizerine DAB boyasi damlatilarak hazirlandi.

18) Kesitlerin lizerine DAB soliisyonu, laboratuvarin 1siklar1 kapatilarak damlatildi ve
bos bir dolap igerisine kaldirilarak, karanlik ortamda 3-8 dakika araliginda
kontrollii inkiibasyona birakildi.

19) Bekleme siiresi sonunda, kesitlerin tizerindeki DAB soliisyonu uzaklagtirilarak 3
kez 5’er dakika 1X PBS ile yikandi.

20) Yikama islemi gergeklestirilirken, hematoksilen boyasi ve distile su ayr1 ayri
kaplar icerisine konularak hazirda bekletildi.

21) Kesitlerin zemin boyamasi i¢in hematoksilen boyasi (Merk Harris” hematoksilen)
kullanildi ve 2-5 dakika kontrollii olarak boya igerisinde bekletilerek zit boyama
yapildi.

22) Isik mikroskobunda kontrol edilen kesitler, distile su igerisinde yikandiktan sonra
strastyla %50, %70, %80, %90 ve %100’lik artan ¢ikis etil alkollerinde 2 dakika
bekletilerek gecirildi.

23) Cikis ksilen 1 ve ¢ikis ksilen 2°de sirasiyla 2 dakika bekletildikten sonra kesitler,
tizerlerine pastor pipeti ile entellan damlatilarak lameller ile kapatildi ve preperat
haline getirildi.

24)Lam ve lamel arasinda hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek kapatma
islemi gerceklestirildi.

25) Kapatilan preperatlar, kurumast i¢in kurutma kagidinin iizerine yerlestirildi.

26) Ertesi giin kapatma sirasinda tasan entellan kalintilari, gazli beze ksilen

damlatilarak temizlendi.

27) Olympus BX51 ve Olympus DP72 marka/model cihazlar araciligiyla incelenerek
fotografland1 ve asagidaki skala kullanilarak degerlendirildi.

(+++): kuvvetli boyanma, (++): orta derecede boyanma, (+): zayif boyanma, (+/-):

cok zayif boyanma, (-): boyanma yok.

Immiinohistokimyasal boyanma semi-kantitaif H skoru ile degerlendirildi.
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(I x PC), (I: boyanmanin derecesi, PC: her derecede boyanan hiicrelerin yiizdesi)

3.8. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 25.0 (IBM SPSS Statistics 25 software (Armonk, NY: IBM Corp.)
paket programiyla analiz edilmistir. Bagimsiz grup farkliliklarinin karsilastirilmasinda;
Kruskal Wallis Varyans Analizi ile ikili gruplarin karsilastirilmasi; Mann Whitney U testi

kullanilmistir. Tim analizlerde p <0,05 anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Folikiil Sayim Bulgulari

Biitin gruplar i¢in hematoksilen eozin ile boyanan preparatlar, 1sik
mikroskobunda incelendi. Erigkin gruplarda primordiyal folikiil sayilari, primer folikiil
sayilari, sekonder folikiil sayilari kontrol ve melatonin uygulanan gruplarda istatiksel
olarak anlamli degilken, sham grubuna karsin anlamh idi (p<0,05). Tersiyer folikiil
sayilar1 degerlendirildiginde ise kontrol ve melatonin uygulanan grupta istatiksel olarak
anlamli olmasa da melatonin uygulanan grupta biraz daha az oldugu tespit edildi. Atretik
folikiiller ise sham grubunda her iki gruba gore istatiksel olarak anlamli yiiksekti
(p<0,05).

Yash gruplarda ise primordiyal folikiil sayilarinin her ii¢ grupta da istatiksel
olarak anlamlilig1 az bulundu. Primer, sekonder ve tersiyer folikiiller kontrol ve sham
grubunda birbirine yakin olarak izlenirken atretik folikiil sayisinin sham grubunda daha
fazla oldugu saptandi (p<0,05). Kontrol ve melatonin uygulanan gruplarda primer ve
sekonder folikiil sayilart melatonin grubunda daha yiiksek bulunurken atretik folikiil ve
tersiyer folikiil agisinda anlamlilik yoktu (p<0,05). Bununla birlikte melatonin uygulanan
grupla sham grubu karsilastirildiginda primer, sekonder, tersiyer ve atretik folikiil sayimi

acisindan anlamlilik vardi (p<0,05).



4.1.1. Eriskin gruplarm ovaryum folikiil sayilar

Tablo 4.1 Eriskin Gruplarin Folikiil Sayilarimn Istatistik Sonuglari.
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EK-ES EK-EM ES-EM
P degerleri P degerleri P degerleri
Primordiyal 0,019 1 0,036
Primer 0,005 0,867 0,007
Sekonder 0,027 0,718 0,071
Tersiyer 0,021 0,058 0,002
Atretik 0,003 0,317 0,002
4.1.2. Yash gruplarm ovaryum folikiil sayilar
Tablo 4.2. Yash Gruplarm Folikiil Sayilarinin Istatistik Sonuglari.
YK-YS YK-YM YS-YM
P degerleri P degerleri P degerleri
Primordiyal 1 1 1
Primer 0,138 0,041 0,007
Sekonder 0,138 0,041 0,007
Tersiyer 1 0,052 0,019
Atretik 0,012 0,165 0,003

4.2. Histokimyasal Boyamalar

4.2.2. Eriskin gruplarin Hematoksilen & Eozin boyama sonuclar:

Hematoksilen ile boyanmis erigkin farelerden alinan kesitlerde, kontrol grubu
ovaryum dokusu normal goriinimdeydi. Gelisim asamasindaki tiim folikiiller, korteks

bolgesinde olup normal yapidaydilar.

Sham grubunda; ovaryum stromasinda bosluklar, oositlerde dejenerasyon

graniiloza hiicrelerinde ayrilma belirgindi. Melatonin uygulanan grupta ovaryum dokusu,

normale yakin izlendi. Bazi folikiillerde, dejenerasyon ve graniiloza hiicrelerinde

ayrilmalar izlenmekle birlikte folikiillerin ¢ogu normal yapisini korumustu. (Sekil 4.1,

Tablo 4.1)
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Kontrol Sham

Sekil 4.1. Kontrol, sham ve melatonin uygulanan eriskin gruplardan alinan ovaryum dokusu.
Ovaryum stromasindaki bogluklar;(Ok) Hematoksilen & Eozin, Bar: 100 um.

4.2.3.Yash gruplarin Hematoksilen & Eozin boyama sonuclar:

Kontrol ve sham gruplarinda, gelisim siirecindeki folikiillerin sayilarinin ¢ok
azaldig1 izlendi. Kontrol grubunda; ovaryum dokusundaki biitiinliigiin kayboldugu yer
yer bosluklarin olustugu izlendi. Bu grupta atretik folikiillerde artis belirgindi. Melatonin
uygulanan grupta ise gelisim siirecinde folikiillerin, diger gruplara karsin arttig1 izlendi.
Bu grupta yer yer dejeneratif alanlar, stromada bosluklar ve graniiloza hiicrelerinde
ayrilmalar izlenmesine kargin, ovaryum dokusu; diger gruplara goére normale yakin bir
yapi sergiledi. Etil alkol uygulanan sham grubunda ise dokunun biitiinliigiiniin bozuldugu,
birbirinden ayrildigi ve normal goériiniimiinii tamamen kaybettigi izlendi. (Sekil 4.2,

Tablo 4.2).
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Kontrol Sham Melatonin

Sekil 4.2. Kontrol, sham ve melatonin uygulanan yash gruplardan alinan ovaryum dokusu.
Ovaryum stromasindaki bosluklar;(4 ), graniiloza hiicreleri arasinda ayrilmalar;(*), kanama
alanlari;( ¢3). Hematoksilen & Eozin, Bar: 500um, 100 pm.

4.3. Immiinohistokimyasal Boyamalar

4.3.1. Eriskin gruplarm PI3K ekspresyonu

Eriskin farelerden alinan ovaryumlarda PI3K ekspresyonu; kontrol, melatonin

uygulanan gruplarda yogun pozitif olmasina kargin, sham grubunda negatifti. (Sekil 4.3)
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Kontrol

Melatonin

Sekil 4.3. Eriskin deneklerden alinan ovaryum dokusunda PI3K ekspresyonu ve yerlesimi.
Primordiyal folikiil, (prf), primer folikiil; (pf), sekonder folikiil (sf), tersiyer folikiil (tf)
Immiinoperoksidaz %Hematoksilen, Bar: 50um, 100 pm.

4.3.2. Yash gruplarin PI3K ekspresyonu

Yagh farelerden alinan ovaryum dokusunda ise PI3K ekspresyonu kontrol
grubunda orta ve sham grubunda negatif olarak izlenirken melatonin uygulanan grupta
pozitif reaksiyon gosteren folikiiller dikkati cekti. Reaksiyon oositlerinde yogun

graniiloza hiicrelerinde negatifti.

Kontrol Sham Melatonin

Sekil 4.4. Yashh deneklerden alinan ovaryum dokusunda PI3K ekspresyonu ve yerlesimi.
Immiinoperoksidaz %Hematoksilen, X50.
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4.3.3. Eriskin gruplarin PTEN ekspresyonu

Eriskin farelerden alinan ovaryumlarda PTEN ekspresyonu; kontrol ve melatonin
uygulanan gruplarda yogun pozitif olmasina karsin, sham grubunda reaksiyonun negatif
oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 4.5.).

Kontrol

sham

Melatonin

Sekil 4.5. Eriskin deneklerden alinan ovaryum dokusunda PTEN ekspresyonu ve yerlesimi.
Primordiyal folikiil; (prf), primer folikil; (pf), sekonder folikil (sf), tersiyer folikiil (tf)
Immiinoperoksidaz %Hematoksilen, Bar: 50um, 100 pm.

4.3.4. Yash gruplarin PTEN ekspresyonu

Yash farelerden alinan ovaryumlarda PTEN ekspresyonu; kontrol, sham ve

melatonin uygulanan gruplarda negatif olarak izlendi (Sekil 4.6.).



46

Sekil 4.6. Yasli deneklerden alinan ovaryum dokusunda PTEN ekspresyonu ve yerlesimi.
Immiinoperoksidaz %Hematoksilen, X50.

4.3.5. Eriskin gruplarin AKT ekspresyonu

Erigkin farelerden alinan ovaryumlarda AKT ekspresyonu agisindan, en yogun
boyanma melatonin uygulanan grupla kontrol grubunda oldugu, en diisiik ekspresyonun
ise sham grubunda oldugu saptandi. Reaksiyon melatonin uygulanan grupta oositlerde

yogun iken kontrol grubunda graniiloza hiicrelerinde yogundu. (Sekil 4.7.).

Melatonin

Sekil 4.7. Eriskin deneklerden aliman ovaryum dokusunda AKT ekspresyonu ve yerlesimi.
Primordiyal folikil (prf), primer folikil; (pf), sekonder folikiil (sf), tersiyer folikil (tf)
Immiinoperoksidaz %Hematoksilen, Bar: 50um, 100 pm.
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4.3.6. Yash gruplarin AKT ekspresyonu

Yash farelerden alinan ovaryumlarda ise AKT ekspresyonun, yaslh kontrol ve
sham gruplarinda zay1f pozitif/negatif, melatonin uygulanan grupta ise ekspresyon yogun
pozitifti. Melatonin uygulanan grupta reaksiyonun, graniiloza hiicrelerinde yogun oldugu
gozlendi (Sekil 4.8.).

1

Sekil 4.8. Yash dencklerden alinan ovaryum dokusunda AKT ekspresyonu ve yerlesimi.
Immiinoperoksidaz %Hematoksilen, X50.

Tablo 4.3. Eriskin Gruplarin H-Skoru Analiz Sonuglari.

EK-ES EK-EM ES-EM

P degerleri P degerleri P degerleri
PTEN 0,015 1 0,004
PI3K 0,031 0,105 0,00
AKT 0,003 1 0,003

Tablo 4.4. Yash Gruplarin H-Skoru Analiz Sonuglari.

YK-YS YK-YM YS-YM

P degerleri P degerleri P degerleri
PTEN 1 1 1
PI3K 1 0,002 0,002
AKT 0,003 0,002 0,002




48

5. TARTISMA

Ovaryum yaglanmasi, oosit veya folikiiler havuzun nitelik ve nicelik kaybiyla
karakterize edilen dogal ve fizyolojik bir yaglanma stirecidir. Kadinlarin oosit kalitesi,
30'lu yaslarin basinda azalmaya baslar ve 35 yasindan sonra dramatik bir sekilde diiser
(Eijkemans ve ark., 2014; Magnus ve ark., 2019). Insan disi iireme sistemindeki
yaslanmaya bagli hasar, diger organ sistemlerinde gozlenenden daha kritiktir (Miao ve
ark., 2020). Ovaryum yaslanmasi sirasinda, oksidatif hasarin neden oldugu ovaryumun
fonksiyonel diisiisii ve oosit kalitesindeki bozulma, kadin dogurganligin1 énemli 6l¢iide
etkiler (Yang ve ark., 2020; Wang ve ark., 2020). Genel olarak kabul edildigi iizere
kadinlarin, yenilenmeden siirekli olarak azalan, sinirli bir folikiil havuzuyla dogdugu, bu
durumun, azalan oosit kalitesiyle birlikte ileri yastaki saglikli bir bebek sahibi olmak

isteyen kadinlar igin ciddi bir durum olusturdugudur.

Kadin iireme sisteminin rutin faaliyetleri, ovaryumun kontrolii altinda
gergeklestirilir. Eger ovaryumda islev bozuklugu veya hastalik ortaya ¢ikarsa, bu durum
diger sistemlerde de sorunlara yol acar. Kadinlarin lireme organlar1 ve hatta sistemik
fiziksel veya psikolojik bozukluklar, ovaryumun normal islevini 6nemli oranda etkiler.
Bu gibi durumlarda ovaryum yaslanmasi, daha erken gerceklesir (Amanvermez ve ark.,

2016).

Ovaryum yaslanmasina yol acan mekanizmalar hem hipotalamik-hipofiz-
ovaryum ekseninin ovaryum dist degisimi hem de ovaryumun kendisinin ovaryum igi
degisimine neden olur. Serbest radikaller teorisi, apoptoz, telomer kisalmasi,
mitokondriyal islev bozuklugu ve enflamasyon giiniimiizde, ovaryum yaslanmasinin
mekanizmalarina iliskin mevcut anlayislardir (Pampliega ve ark., 2020; Yang ve ark.,
2020). Serbest radikal teorisine gore; yiiksek ROS seviyelerinin neden oldugu oksidatif
stresin, memeli hiicrelerinin yaslanmasina yol agan en Onemli faktor oldugu

bilinmektedir. Telomerler, en ¢ok oksidatif hasara karsi1 savunmasizdir ve oksidatif stres
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telomer kisalmasinin ana nedenidir. Mitokondriyal DNA hasar1 ve mutajenez, solunum
zinciri islevinin kademeli olarak bozulmasindan ve dolayisiyla elektron sizintisinin
artmasindan dogrudan sorumludur. ROS, enflamatuar yanitlarin 6nemli bir aracisi olan
niikleer faktor kappa B'nin aktivasyonunu ve enflamatuar ajanlar interferon (IFN)-y ve
lipopolisakkaritler (LPS), sinerjik olarak ROS iiretimini artirir. Ovaryum yaslanmasini
tyilestirmek i¢in, ovaryumdaki oksidatif stresin azaltilmasi biiylik 6nem tasimaktadir.
Oksidatif strese karsi, yaslanmay1 geciktirmek i¢in melatonin biiylik bir potansiyele

sahiptir.

Ovaryum yaslanmasini 6nlemede melatoninin rolii 6nceki ¢alismalarda rapor
edilmistir. Epifizden salgilanan melatonin, birgok tiiriin ireme fonksiyonunu etkiler. Bu
calismada; yaslanmada etkili oldugu diisiiniilen melatoninin, yash farelerde ovaryum
dokusuna etkisi ve folikiilogenez de 6nemli sinyal yolagi olan PI3K/AKT/ PTEN iliskisi

arastirilmistir.

Melatoninin diizenleyici etkisi, iireme iglevi farkli tiirler arasinda biiylik
degisiklikler gosterir ve yas, 151k dongiisii, adet dongiisii gibi faktorlerle iliskilidir. Baz1
hayvanlarda melatonin salgisindaki degisiklik, iireme islevlerini diizenlemede anahtar rol
oynar. Ornegin; {iremesi mevsimsel olarak degiskenlik gdsteren hayvanlardan biri olan
hamsterlarla yapilan bir calismada, karanlik periyotlarinin uzamasi yani melatonin
salgisinin artmasinin; iireme fonksiyonunu inhibe ettigi, bdylece erkek hamsterlarin
testislerinin dejenere oldugu ve disi hamsterlarin da otistik fazda olmasina neden oldugu
goriilmiistiir (Hoffmann, 1972). Insanlar, mevsimsel olarak cogalmasa da insanmn
tremesinde de mevsimsel farkliliklar vardir. Fotoperiyot ve sicakligin da dahil oldugu
cevresel faktorler, iireme iglevinde etkilidir. Diger memelilerde oldugu gibi melatonin,
insan liremesini etkiler ve gebe kalmanin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Olduk¢a
diizensiz adet dongiilerine sahip kadinlarin 1518a maruz kalmasi, beklenen yumurtlama
dénemini ve yumurtlama dongiisiinii etkileyebilir. Melatonin hipofiz, gonadal hormonlar,
gonadotropinler ve gonadal steroid hormonlari sentezini etkileme yetenegine sahip
oldugu i¢in adet dongiisii sirasinda onemli 6l¢iide degisir (Brzezinski ve ark., 1987;
Nakamura ve ark., 2003). Melatoninin tireme siirecindeki rolii lizerine ¢aligsmalar; esas
olarak ovaryumdaki dogrudan roliine odaklanmistir. Melatonin, lipofilik dogasi
nedeniyle tiim hiicre zarlarina ve tiim dokulara girer, ancak sisteme girdikten sonra
melatonin 6zellikle ovaryumda yogunlasir (Tamura ve ark., 2012; Wurtman ve ark.,

1964). Ovaryumdaki melatonin konsantrasyonlarinin, sabahki folikiiler stvida (FF) (58,9
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+ 3,8 pmol/L) giindiizdekine (23,2 + 0,8 pmol/L) kiyasla 6nemli 6l¢ilide yiiksek oldugu
gozlenmistir. (P 0,005'ten az). Ancak sabah konsantrasyonlari, yilin aydinlik ve karanlik
mevsimleri arasinda farkli degilken, glindliz degerleri karanlik mevsimde (27,1 + 2,1
pmol/L) aydinlik mevsime (21,1 + 2,1 pmol/L) gore daha yiiksektir (P 0,005'ten az), bu
da melatoninin insanlarda iireme fonksiyonlarinin folikiiler diizeyde diizenlenmesine
miidahale ettigini gostermektedir (Ronnberg ve ark., 1990). Calismalar gostermistir ki
melatoninin oositler tizerindeki yararli etkilerine, MT1 reseptorii ve AMPK (Adenozin
Monofosfat Protein Kinaz) yolag: aracilik eder. MT1 nakavt farelerde oosit sayisi ve
yavru bilyiikliigiiniin 6nemli 6lglide azaldig belirtilmektedir. SIRT 1 (Sirtuin geni), C-
myc ve CHOP ekspresyonu MT1-KO farelerin ovaryumlarinda asag regiile edilirken,
protein seviyeleri SIRT 1 ve p-NF-kB'nin redoks dengesindeki bozukluk nedeniyle arttigi
gosterilmigtir. Tiim bunlar melatoninin, ovaryum yaslanmasimni geciktirebilecegini
diistindiirmektedir. MT1/AMPK yolag1 dogurganhig1 artirir (Barberino ve ark., 2017;
Zhang ve ark., 2019).

Oosit olgunlasmasi, ¢ok faktorlii diizenlenmis bir siirectir ve her zaman kadin
iireme gelisimi aragtirmalarinda odak noktasi olmustur. Oositlerin dollenme yetenegine
sahip, olgun yumurtalara doniismesi bir siiregle gergeklesir. Oositler ilk olarak, mayoz
béliinmeye girerler ve embriyonik dénemin ilk mayoz evresinde bloke edilirler. Ikinci
olarak; folikiil aktive olduktan sonra, oosit biiyiir. Ugiincii olarak, oosit tam boyutuna
ulastiginda mayoz boliinme gegirir, yumurtlamadan 6nce ve sonra toparlanma ve yeniden
arrest donemi gegirir ve dollenerek bir zigot olusur. Primordiyal folikiiller, ilk mayoz

boliinmenin profazinda bloke olur ve primer oosit olusur.

Oosit belirli bir boyuta ulastiginda, mayoz boliinmeyi yeniden gerceklestirme
yetenegi kazanir. Bu donemde; oosit biiylik bir ¢ekirdege sahiptir, oldukca gevsek
kromatin ve germinal vezikiil (GV) olarak adlandirilan tam niikleer membranla
karakterizedir. Tamamen biiylimiis oositler kontrolden ¢ikarsa, folikiillerinde germinal
vezikiil bozulmast (GVBD) olarak adlandirilan, spontan mayotik iyilesme meydana
gelebilir. GVBD'min ortaya ¢ikmasindan sonra 00sit ilk mayozu tamamlar, homolog
kromozomlar ayrilir ve ardindan ve ardindan ovulasyon. Daha sonra ig tekrar toplanir ve
oosit dollenmeye kadar mayozun ikinci metafazina girer (Eppig ve ark., 2001; He ve
ark., 2021; Pan ve ark., 2019; Sole ve ark., 2010; Sun ve ark., 2009).

Melatoninin, oosit olgunlasmasini destekledigini gosteren birgok calisma

bulunmasina ragmen mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte
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melatoninin, reaktif oksijen tiirlerini azalttig1 ve dogrudan antioksidan isleve sahip olmasi
nedeniyle, oositlerin olgunlagmasi ve embriyo gelisimi i¢in énemli rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir (Cajas ve ark., 2020; Lim ve ark., 2011; Yang ve ark., 2020; Zubaidi
ve ark., 2021). Baska bir olasilik; melatoninin bazi hiicresel sinyal yolaklar tizerindeki
diizenleyici etkisi, oositlerin maturasyonunda pozitif etkiye sahiptir. Melatonin, MT2
yoluyla cAMP (siklik adenozin monofosfat)’in hiicre igi seviyesini azaltabilir ve
luteinizan hormon tiretimini tesvik eder. Melatoninin oosit {izerindeki etkisi; ayni
zamanda mitokondriyal fonksiyon, antioksidatif enzimler, apoptoz, kumulus hiicre
genislemesi, oosit olgunlagsma faktorleri, DNA metilasyonu ve histon asetilasyonu ile

ilgili olabilir (Fang ve ark., 2018; Tian ve ark., 2017).

Aragtirmacilar, 10 giinliik farelere 6miir boyu melatonin verdiklerinde bunun
ergenlige ulagsmay1 ve iireme sisteminin yaslanmasini geciktirdigini, ancak primordiyal
folikiil havuzu {izerinde higbir etkisi olmadigini bildirmislerdir (Meredit ve ark., 2000).
Baska bir calisma, 2-3 aylik farelere 12 ay boyunca agizdan melatonin vermenin,
farelerde toplam folikiil sayisini ve oosit sayisin1 ve kalitesini artirarak, telomer
uzunlugunu uzattigini, dogurganlhigini arttirdigin1 ve ovaryum yaslanmasint énemli
Olclide geciktirebilecegini gosterdi. Bir calismada Yasli farelere 2 ay boyunca
melatonin verdiklerinde ovaryumlarinda ROS olusumunun azaldigi (Song ve
ark.,2016). Ovaryum hacmini artirdigi, Ostrus dongiisiini iyilestirdigi ve 13 aylik
siganin (orta yagli) Ostrojen salgisini 6nemli Olgiide koruyabildigini gostermistir
(Fernandez ve ark.,2013). Bu ¢alisma ayn1 zamanda melatoninin orta yasli ve yash
sicanlarin lireme Omriinii uzatabildigini de gostermistir. Klinik bir ¢alismada, alt1 ay
boyunca melatonin tedavisi verilen, 42-62 yaslarindaki perimenopozal ve
postmenopozal kadinlarda tedaviden sonra serum LH seviyeleri 6nemli dl¢iide daha
yliksek oldugu ve hipofiz ve tiroid fonksiyonlar1 normale dondiigii belirlendi
(Bellipanni ve ark., 2001). Son olarak, son ¢alismalar melatoninin primordiyal folikiil
havuz boyutunu artirabildigini, antioksidan kapasiteyi artirarak, telomeraz aktivitesini
koruyarak, SIRT1 ekspresyonunu ve ribozomal fonksiyonu uyararak farelerde ovaryum
yaslanmasint geciktirebildigini gostermistir (Tamura ve ark., 2017). Bu sonuglar
melatoninin ovaryum dongiisiiniin iyilesmesini destekleyebilecegini ve yash kadinlarda
dogurganlig1 iyilestirebilecegini gostermektedir. Bizim calismamizda eriskin donem

farelerde, melatonin uygulan gruplardaki folikiil sayisinin, kontrol gruplariyla farkl
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olmadigini saptadik. Bununla birlikte yasl gruplarda, kontrol grubuna oranla melatonin

verilen grupta folikiil sayisinda artis saptandi.

Ovaryum, sadece kadinlarin ikincil cinsel 6zelliklerini desteklemek ve siirdiirmek
icin seks hormonlar1 salgilamakla kalmaz, ayni zamanda gamet iiretimi ve iliremeyle
ilgilidir. Ovaryumlar, hipotalamus ve hipofiz tarafindan dogrudan kontrol edilerek
karsilikli kisitlayict bir yapi olusturur. Hipotalamik-hipofiz-yumurtalik ekseni; uterus,
vajina, fallop tiipleri ve ovaryumlarin fizyolojik dongiilerindeki degisiklikleri

diizenlemek i¢in seks hormonlar1 salgilar.

Ovaryum fonksiyonlari, siklik hipofiz gonadotropik hormonlar1 (esas olarak
folikiil uyarict hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH) tarafindan kontrol edilir. Bunlar
da hipotalamik peptit gonadotropin salgilatici hormon tarafindan uyarilarak, aktivin ve
inhibin gibi diger ovaryan faktorleri tarafindan modiile edilir. FSH esas olarak; folikiiler
biiylime, hiicresel proliferasyon ve dstrojen liretiminde (aromataz aktivitesi) rol oynarken,
LH; androjen biyosentezini, oositlerin son olgunlagmasini, ovulasyonu ve ovule
folikiillerin korpus luteuma (CL) terminal farklilasmasini indiikler (Bhartiya ve ark.,
2012). Islevlerini yerine getirmek igin FSH ve LH, folikiilogenez ile oogenezin
siirdiiriilmesi amaciyla, gerekli olan ¢ok sayida asagi akisli intra ovaryan yol
basamaklarini tetikler. Literatiirde agiklanan kanitlarin birikmesi, fosfatidilinositol 3-
kinaz (PI3K) /PTEN/AKT ve TSC/mTOR sinyal yolaklarinin, primordiyal folikiillerin
uyku hali ve aktivasyonu, oosit sag kalimi1 ve aktivasyonu ve graniiloza hiicresi (GH)
proliferasyonu ve farklilasmasi dahil olmak f{izere ovaryum fonksiyonunun, Kritik

diizenleyicileri oldugunu gostermistir. (Adhikari ve ark., 2010; 2012).

PTEN/ PIBK/AKT yolu; hiicre ¢ogalmasi, hayatta kalma, biiylime, hareketlilik,
hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi ve metabolizma dahil olmak {izere bir¢ok normal
hiicresel siirecin, birden fazla asag: akis hedefi araciligiyla 6nemli bir diizenleyicisidir.
P85 diizenleyici alt birimi ve p110 katalitik alt biriminden olusan bir heterodimer olan
PI3K'nin aktivasyonu, bliylime faktorii reseptor tirozin kinazlarina (RTK'lar), G
proteinine bagli reseptdrlere (GPCR'ler), kii¢lik GTPaz Ras'a yanit olarak veya steroid
hormonlarinin (SH'ler) dogrudan etkilesim veya adaptoér molekiiller yoluyla nongenomik
etkileri yoluyla ger¢eklesebilir. PI3K'y1 aktive etmek icin ¢esitli RTK'lar 6nerilmis olsa
da KIT reseptorii, en yaygin kabul goren adaydir (Thomas ve Vanderhyden, 2006). KIT,
PI3K'nin p85 diizenleyici alt birimi tizerindeki bir SH2 alani ile dogrudan etkilesim
yoluyla PI3K'y1 aktive eder.
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Membranda, PI3K fosfatidilinositol-4,5-bisfosfatin (PIP2) fosforilasyonunu
katalize eder ve onu fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfata (PIP3) donistiiriir, bu da plekstrin
homoloji alanlarina sahip asag1 akis molekiillerini, 6zellikle de serin-treonin Kinazlar Akt
(protein kinaz B olarak da bilinir) ve fosfatidilinositide bagimli kinaz 1'1 (PDKI)
membrana toplar. Fosfataz ve tensin homologu (PTEN), PI3K'nin negatif diizenleyicisidir
ve PIP3"i tekrar PIP2'ye dontistiiriir. PDK 1, Akt'1 fosforile eder ve aktive eder, bu da bir
dizi asag1 akis hedefini diizenler. Akt, BAX, BAD, forkhead ve p53 (TRP53) gibi
proapoptotik proteinleri inhibe ederek ve BCL2 gibi prosurvival proteinleri aktive ederek,
hiicre sagkalimimi destekler (Brown ve ark., 2010, McLaughlin ve ark., 2014). Hiicre
dongiisii ilerlemesi, siklin D1 ve Myc'nin dolayli stabilizasyonu yoluyla AKT tarafindan
diizenlenir. AKT ayrica tiiberoz skleroz 1 veya hamartin (TSC1) ve tiiberoz skleroz 2
veya tiiberinden (TSC2) olusan heterotrimerik kompleksin inhibisyonu yoluyla,
rapamisinin memeli hedefini (MTOR) aktive ederek, protein sentezini ve hiicre
biiyiimesini uyarir (Manning ve Cantley, 2007; Vadlakonda ve ark., 2013). Fosfoinozitid-
3-kinaz (PI3K) enzimi, hiicre gelisimi ve hayatta kalmasi i¢in gereklidir. Bu molekiil
membran PI'sini ikinci haberci lipit (PIP3) olan PI-3,4,5-trifosfata doniistiiriir. PIP3
membrana baglanir ve fosfatidilinositol bagimli kinaz 1 (PDK1) ve protein kinaz B'yi
(AKT) fosforile eder ve aktiflestir. (Feng ve ark., 2014). Onuncu kromozomda silinmis
fosfataz ve tensin homologunun (PTEN) PIP3'lii defosforile ettigi, boylece PI3K/AKT
yolunu inhibe ettigi ve biyolojik siireci hafiflettigi gosterilmistir (Hao ve ark., 2011,
Moon ve ark., 2013). PI3K/AKT sinyal yolunun, éncelikle ovaryum graniiloza hiicrelerini
(GH) etkileyebilecegi yaygin olarak bildirilmistir. Ovaryum GH'lerinde, PI3K katalitik
alt birimi p110 protenin, hem folikiil uyarici hormon (FSH) hem de 6stradiol (E2) ile
uyarilan folikiiler gelisim i¢in, PI3K yolunun 6nemli bir bileseni oldugu kesfedilmistir

(Li ve ark., 2013).

PI3K/AKT sinyal yolagmin, ovaryan folikiil gelisiminde rol oynadig1 yaygin
olarak bildirilmistir (Li ve ark., 2017). AKT'nin proliferasyonu artirma faaliyetlerine,
hiicre dongiisii diizenleyicileri siklin D1 ve siklin B1 aracilik eder (Liu ve ark., 2020;
Jiang ve ark., 2021). PI3K/AKT sinyal yolunun asag1 akis faktorleri olarak, antiapoptotik
gen BCL2 ve proapoptotik gen Bax, folikiiler gelisim sirasinda graniiloza hiicrelerinin
apoptozunun diizenlenmesinde 6nemli roller oynadig1 goriilmistiir (Gong ve ark., 2020;
Hu ve ark., 2004; John ve ark., 2009).
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PI3K/AKT yolaginin iyi bilinen bir negatif diizenleyicisi olan PTEN, bir tiimor
baskilayici gen olarak defalarca arastirilmistir. PTEN'in PKOS'daki 6nemi son yillarda
giderek daha fazla ortaya ¢ikmaktadir. GH'lerdeki PTEN seviyelerinin, PKOS
hastalarinda daha yiiksek oldugu ve folikiiler sividaki insiilin konsantrasyonlari ile
baglantili oldugu bildirilmistir (Iwase ve ark., 2009). Primordiyal folikiillde PTEN'in

baslangig, gelisim, apoptoz ve atrezide rolii vardir (Ouyang ve ark., 2013).

Calismamizda; erigkin ovaryum dokularinda kontrol ve melatonin uygulanan
grupta PI3K ve AKT ekspresyonu pozitif olarak izlenmistir. Etil alkol verilen grupta ise
ekspresyonun negatif oldugu dikkati cekti. Kabul edilen genel kanilar, etil alkol
tiiketiminin kadinlarda tireme sorunlarina sebep olabilecegini gostermektedir. Kronik
olarak alkole maruz birakilan siganlarla yapilmis bir ¢alismada; ovaryum dokular
histokimyasal olarak incelenmis ve graniiloza hiicre seviyelerinde degisiklikler, zona
pellusidanin ve korona radiatanin bozuldugu bazi folikiillerin tamamen kayboldugu
goriilmiistiir. D1s periniikleer araligin yogun dilatasyona ugradigi tespit edilmis ve kronik
alkoliin, oksidatif stresi arttirarak, ovaryum dokusunda hiicresel hasara sebep oldugu
organel bazli olarakta tespit edilmistir (Faut ve ark., 2009). Calismamizda, paralel olarak
bizde toz haldeki melatoninin ¢oziiciisii olarak kullandigimiz etil alkoliin uygulandigi
sham gruplarinda, kontrol gruplarina kiyasla eriskin ovaryum dokularinda atretik haldeki
folikiillerin sayisinda artis oldugunu gozlemledik. Yasl deneklerde ise etil alkoliin,
dokuyu tamamen bozdugu izlendi. Ayn1 zamanda alkol uygulanan gruplarda; PI3K/AKT
yolaginin inhibe oldugunu ve apoptoz ve otofajinin olustugunu diisiinmekteyiz. Yaslh
gruplarda ise PI3K ve AKT kontrol ve sham grubunda negetifken, meletonin uygulanan
grupta pozitifti. Yasa bagl olarak folikiilogenezin bitmesine bagl olarak negatiflesen
PI3K’nin, melatonin uygulamasi ile arttig1 izlenmistir. Uzun dénem melatonin
uygulamasinin, ovaryan yaslanmay1 geciktirdigi bilinmektedir. Melatonin bu islevini,
PI3K/AKT sinyal yolagi iizerinden gerceklestiriyor olabilir. Kemoterapatik ilaglarla
yapilan c¢alismalarda, kemoterapiden sonra PI3K/AKT yolaginin inhibe oldugu,

melatonin uygulamasindan sonra ise aktiflestigi gosterilmistir (Al-Shahat ve ark.,2022).
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6. SONUC

Calismamizda yasli deneklerde; melatonin uygulanan grupta, folikiil sayisinin
arttig1 dikkati gekmektedir. Bu artista melatoninin, yaslilikla artan ovaryum ici oksidatif
stresi azaltmasi ve apoptozu engellemesi olabilir. PI3K/ AKT yolagi da buna bagli olarak
artmig olabilir. Ancak melatoninin, yaslilikta etkisini daha iyi anlayabilmek igin uzun

stireli uygulamalara ve ileri analizlere gereksinim vardir.
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