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OZET

Bu tez calismasinda, seksiiel siklusun Ostriis ve didstriis evrelerinde
bulunan, deneysel olarak kistik ovaryum dejenerasyonu (KOD) ve ovaryum
hiperstimiilasyonu (HS) olusturulan ratlarin ovaryumlarmdaki Kisspeptin 1
reseptor diizeyleri ile kan serumlarindaki Antimiillerian Hormon (AMH) ve
Kisspeptin 1 (KiSS-1) diizeylerini arastirmak amaglandi. Bu amagla 28 adet 3-4
aylik Spraque Dawley ki disi rat materyal olarak kullanildi. Hayvanlar 4 gruba
ayrilarak 1. grup: Siklusun Ostriis evresindeki hayvanlardan (n=7), 2. grup:
Siklusun didstriis evresindeki hayvanlardan (n=7), 3. grup: Ovaryum
hiperstimiilasyonu (HS) olusturulan hayvanlardan (n=7) ve 4. grup: Kistik
ovaryum dejenerasyonu (KOD) olusturulan hayvanlardan (n=7) olusturuldu. Bir
ve 2. gruptaki ratlarin kanlar1 6striis ve didstriiste olduklari tespit edildiklerinde, 3
ve 4. gruptaki ratlarn kanlar1 ise HS ve KOD olusturulduktan hemen sonra
dekapite edilerek alindi. Tiim gruplardaki hayvanlari ovaryumlar1 toplandi. Elde
edilen kan serumlarindaki AMH ve KiSS-1 konsantrasyonlar1 ayrica
ovaryumlardaki kisspeptin 1 reseptor diizeyleri ticari ELISA Kitleri kullanilarak
tespit edildi. Olgiimler sonucu elde edilen verilerin istatistiki analizleri sonunda,
ovaryum dokusu iizerindeki kisspeptin 1 reseptor diizeylerinin Ostriis
(1.271,43£51,98 pg/ml) ve HS (1.191,43+85,67 pg/ml) grubunda daha fazla
oldugu tespit edildi (p<0,05). Yine kan serumundaki en yliksek AMH
diizeylerinin ise Ostriis (16,91£2,12 ng/ml) grubunda oldugu belirlendi (p<0,05).
Kan serumundaki KiSS-1 konsantrasyonlari agisindan ise gruplar arasinda

herhangi bir fark olmadigi tespit edildi.



Sonug olarak, ratlarda deneysel olarak olusturulan HS ve KOD
durumlarinda, AMH diizeylerinin siklusun Ostriis evresine gore daha diisiik
oldugu, kisspeptin 1 reseptor diizeylerinin ise HS’li ratlarda Ostriis donemine

benzer oldugu gdzlendi.

Anahtar Kelimeler: Antimiillerian Hormon, Kisspeptin, Ovaryum

Hiperstimiilasyonu, Kistik Ovaryum Dejenerasyonu, Rat
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The Investigation of Levels of Anti-Mullerian Hormone, Kisspeptin 1 and

Kisspeptin 1 Receptor in Rats

ABSTRACT

In this thesis study, it was aimed to investigate the levels of kisspeptin 1
receptor in ovaries, Anti-mullerian hormone (AMH) and kisspeptin 1 (KiSS-1) in
blood sera with cystic ovarian degeneration (COD), ovarian hyperstimulation
(HS) experimentally, estrus and diestrus stages of sexual cycle in rats. For this
purpose, 28 Sprague Dawley female rats aged 3-4 months were used. Rats divided
into 4 groups; group 1 consisted animals in the cycle of estrus (n=7); group 2 from
animals in the cycle of diestrus (n=7); group 3, animals with HS (n=7); group 4
consisted animals with COD (n=7). Animals in group 1 and 2 were decapitated
when they were in estrus and diestrus cycles, group 3 and 4 were decapitated after
HS and COD were created. Ovaries of animals from all groups were collected.
AMH and KiSS-1 concentrations in blood sera obtained and kisspeptin 1 receptor
levels in ovaries were determined using commercial ELISA kits. At the end of
statistical analysis of the data obtained after the measurements revealed that the
levels of kisspeptin 1 receptors on the ovary tissue were higher in estrus (1,271.43
+ 51.98 pg/ml) and HS (1,191.43 + 85.67 pg/ml) group (p <0.05). AMH levels in
blood sera were found to be higher in the group of estrus (16.91 + 2.12 ng/ml) (p
<0.05). There was no difference between the groups in terms of KiSS-1

concentrations in the blood serum.
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As a result, it was observed that AMH levels were lower in the experimental
HS and COD cases than in the estrus phase and that the kisspeptin 1 receptor

levels were similar to the estrus period in the HS rats.

Key  words:  Antimullerian ~ Hormone, Kisspeptin,  Ovarian

Hyperstimulation, Cystic Ovary Degeneration, Rat
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1. GIRIS

1.1. Ratlarda Genel Reprodiiktif Parametreler ve Ureme Ozellikleri

Ratlar mevsime bagli olmayan poliostrik hayvanlardir ve yil boyu Ostriis
gosterirler. Seksiiel sikluslari yaklasik 4-5 giin siirer (1). Siklus 4 donemden
meydana gelir. Bu donemler prodstriis, Ostriis, metostriis ve di0striis olarak
adlandirilir (2). Proostriis yaklagik 12 saat siirer ve bu evrenin sonunda disi erkegi
kabul etmeye baglar. Prodstriiste, donemin basinda vajinal sitolojide ¢ekirdekli
epitel hiicreler goriiliir. Donemin ortasinda ¢ekirdekli hiicre sayist %60 oraninda
azalir. Ostriis evresi 9-15 saat siirer ve disi erkegi kabul eder, lordozis hareketi
gozlenir. Vajinal sitolojide kornifiye hiicreler (%75) hakimdir ve geri kalanini
cekirdekli hiicreler (%25) olusturur. Metdstriis ortalama 20-24 saat siirer ve bu
donemde disi erkegi kabul etmez. Vajinal sitolojide ¢ekirdekli ve kornifiye
hiicrelerle beraber ¢ok sayida akyuvarda goriiliir. Didstriis 57 saat siirer ve vajinal

sitolojide ¢ekirdekli hiicrelere bol miktarda akyuvarlarin eslik ettigi goriiliir (1).

Ratlarm pubertas yasi, soy ve ¢evre kosullarina gore farklilik gdsterebilir
(1). Ornegin iyi beslenen ratlar ve ayn1 batinda az kardese sahip olan ratlar daha
erken pubertasa erisirler (2). Disilerde pubertasla beraber vajina a¢ilir ve prodstriis

gozlenir. Ostriis siklusu vajinanin a¢ilmasindan bir hafta sonra baslar (1) (Tablo

1).



Tablo 1: Ratlarda tiremeyle ilgili bazi parametreler (3).

Pubertas : 2-4 ay

Sekstiel siklus : 4-5 giin

Prodstriis : 12 saat

Ostriis : 12 saat

Metostriis : 20 saat

Diostriis : 57 saat

Ovulasyon : Spontan

Gebelik siiresi : 21 giin

Batindaki yavru sayis1 (ortalama) : 10 adet

Laktasyon siiresi : 20-22 giin

1.2. Antimiillerian Hormon

Antimtiillerian hormon (AMH); Miillerian Inhibiting Factor ve Miillerian
Inhibiting Substance olarak da isimlendirilmektedir. Johanes Peter Miiller’den
sonra hormona bu isim verilmistir (4). Josh tarafindan 1947°de testisten eksprese
edildigi ve erkek fetiiste fetal cinsiyet farklilasmasinda miiller kanalinin

regresyonundan sorumlu oldugu gdsterilmistir (5).

Serum AMH seviyelerinin Olgtimii 1990’1 yillarda Enzyme-Linked
Immunosorbent Assays (ELISA) ile miimkiin olmustur (6). Antimiillerian hormon

serumda ng/ml veya pmol/It olarak 6lgiilmektedir (7).



1.2.1. Antimiillerian hormonun genetigi ve yapisi

Antimiillerian hormon; aktivinler ve inhibinler gibi Transforming Growth
Factor-Beta (TGFp) ailesinden 140 kilodalton (kDA) agirhiginda homodimerik
glikoprotein yapida bir hormon olup doku biiyiime ve farklilagsmasinda etkilidir
(7). Antimiillerian hormon molekiilii, 70 kDA agirliginda, her birinde C- terminal

ve N- terminal ucu bulunan 2 monomerden olusur (8).

Antimiillerian hormon geni, 2750 bp uzunlugunda, 5 ekzonlu yapidadir ve
molekiiliin biyoaktif boliimiiniin kodlandig1 kisim guanin ve sitozinden olduk¢a
zengindir. Bu hormon, biyolojik etkilerini gonadal ve mezensimal hiicrelerde
transmembral serin/treonin kinaz tip-2 reseptéor (AMH RI ve AMH RII ) araciligi
ile gosterir (9). Antimiillerian hormonun reseptdre baglanmasiyla aktive olan
AMH RII sitoplazma i¢inde SMAD (Sma and Mad Related Family) proteinlerini

fosforile eder ve gen ekspresyonunu baslatir (8).

Antimiillerian hormon RII, miillerian kanal mezensiminde bulunmaktadir.
Bu reseptoriin fonksiyon bozuklugu tipki AMH yoklugu gibi, kalic1 miillerian
kanal sendromuna yol agabilmektedir. Antimiillerian hormon RII ratlarda
graniiloza ve teka hiicrelerinde de izlenmektedir. Antimiillerian hormon RI
ozellikleri ve islevi giiniimiize kadar tam olarak agiklanamamistir (10). AMH RII,

Antimiillerian hormon sinyalizasyonunda esas olarak etkili olan kisimdir (11).

Antimiillerian hormon glikolize sistin baglantili bir homodimerdir ve 560
aminoasitten olusan preprohormon olarak sentezlenir. Sentezi sirasinda ilk 24
aminoasit ¢ikarillarak AMH reseptOriinii aktive etmeyen prohormona doniigiir.

Daha sonra 451 ile 452. aminoasitler arasindan boliinmeye / pargalanmaya



ugrayarak 25-kDA COOH- terminal dimer (AMHc) ve 120 kDA NH2-terminal
dimerden (AMHN) olusan ve reseptorii aktive eden nonkovalent kompleksi

(AMHNC) olusturur.

Kandaki AMH’nin Onceleri sadece biyoaktif formun (AMHNC) oldugu
diisiiniilmekteydi. Ancak, 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada erkek ¢ocuklarinin
ve premenopozal kadinlarin kaninda 6nemli miktarlarda hem pro AMH hem de
AMHNC bulundugu gosterilmistir (8). Antimiillerian hormon aslinda bir
prohormon olarak sentezlenir ve etkisini biyolojik olarak aktif olan C terminal

metaboliti iizerinden olusturur (12).
1.2.2. Antimiillerian hormonun salinimi ve fonksiyonlar

Antimiillerian hormon erkeklerde, fetal testisin sertoli hiicrelerinden
salgilanirken, disilerde ovaryumda gelismekte olan folikiiliin graniiloza hiicreleri
tarafindan salgilanmaktadir. Antimiillerian hormon erkeklerde miiller kanalin
gelisimini engelleyerek fetiisiin disi yonde gelisimini durdurmakta (13); disilerde

ise folikiiler se¢iminin inhibisyonunda rol oynamaktadir (6).

Antimtiillerian hormonun etkisini sadece reprodiiktif organlarda gosterdigi
disiiniilmektedir ve AMH’nin en 6nemli etkisi miillerian kanalin regresyonunu

saglamaktir (14).

Erkek fetiisiin sertoli hiicrelerinde embriyogenezisle baslayan AMH
sekresyonu yasam boyu devam eder (15). Inrauterin hayatta erkek fetiisiin
gelisiminde 6nemli role sahip olan AMH, uterus, fallop tiipleri ve vajinanin
gelisimini saglayan miillerian kanallarin gerilemesini ve normal erkek {ireme

sisteminin gelismesini saglar (16).



Gebelikte gonadotropin diizeyleri olduke¢a diisiik olmasina ragmen gebelik
oncesine gore AMH diizeylerinde degisiklik olmadiginin gézlenmesi AMH’ nin
plasentadan sentezlenmediginin kanitidir. Gebelikte ve puerperyumda AMH
diizeyleri degismemektedir (6). Ayrica AMH seviyesi, endojen azalmis
gonadotropin saliniminin eslik ettigi durumlardan (Gebelik, GnRH veya oral

kontraseptif kullanimi vb.) etkilenmemektedir (8).
1.2.3. Antimiillerian hormonun folikiil gelisimi iizerine etkisi

Antimiillerian ~ hormon  teka  hiicresi ve atretik folikiillerden
sentezlenmemektedir (10). Primordiyal folikiillerde de, AMH ekspresyonu
gbzlenmez (8). Antimiillerian hormon ovaryumlarda gelismekte olan primer,
preantral ve antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde sentezlenir ve salgilanir.
Folikiil biiylidilkce salgilanmasi azalir ve 8 mm’den biiyiikk folikiillerde
salgilanmas1 ¢ok azdwr. Bu hormonun salgilanmasit FSH’dan bagimsizdir.
Antimtillerian hormonun folikiiler gelisimi durdurucu etkisi de vardir (13). Folikiil
uyarici hormon etkisiyle gelisen folikiiliin biiylimesini inhibe eder (15). Bir
yandan primordiyal folikiillerde gelismeyi Onlerken diger yandan folikiillerin
FSH’ya duyarliligini azaltarak etkisini gosterir. Antimiillerian hormon azliginda
veya yoklugunda folikiil havuzunda folikiil se¢ilme hiz1 artar ve folikiil havuzu
hizla tiikkenir (13). Antimiillerian hormon folikiil gelismesini diizenleyen bir
hormondur, 6ncelikle folikiil havuzundaki primordiyal folikiillerin tiikenmesini

engellemektedir (16).

Bu hormonla ilgili yapilan temel ¢aligmalar, AMH’nin folikillerin hormon
tiretiminde etkili oldugunu ve folikiilogenezis sirasinda, pubertasta preantral ve

erken antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinden salindigin1 gostermistir.



Antimiillerian hormon erken primordiyal folikiillerde graniiloza hiicrelerinde
saptanmakta ve antral folikiillerde pik seviyeye ulagsmaktadir (15). Antimiillerian
hormon asir1 folikiil gelisimini inhibe ederek folikiilogeneziste dnemli rol oynar.
Preantral ve antral folikiillerin FSH duyarliligini azaltir, biiylimeye devam
etmelerini preovulatdr evreye ulagmalarini engeller, sonugta fizyolojik sinirlar

icinde tutulmasini saglar (17).

Atretik folikiillerde ve FSH bagimli olan antral folikiillerde AMH yoktur.
Lokal olarak tiretilen bu hormon kana gectiginden sistemik dolasimdaki diizeyleri

ovaryumdaki konsantrasyonuna paraleldir (11).

1.2.4. Fertilite gostergesi olarak antimiillerian hormon

Antimtiillerian hormon folikiiler ve luteal fazda test edilebilen tek ovaryan
rezerv gostergesidir (16).

Antimiillerian hormon parakrin etkilidir. Hipotalamus — hipofiz — gonad
aksmin feed back mekanizmasindan etkilenmez. Gebelikte FSH baskilanirken
AMH diizeyinde degisiklik gbzlenmez (11).

Antimtllerian hormonu diger hormonlardan ayiran baslica 6zellik serum

AMH diizeyinin siklus siiresince degismeden sabit kalmasidir (13).

Kadinlarda sikluslar aras1 ve siklus i¢i en az degiskenlik gdsteren belirtecin
AMH oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur. Bu 6zelligi bizlere siklusun

herhangi bir giiniinde degerlendirme yapma olanagi saglamaktadir (6).

Antimiillerian hormon ovaryum rezervinin degerlendirilmesinde, ovaryum

fonksiyonu ve pubertasin degerlendirilmesinde, kriptorsit ve anorsit tanisinda, her



yasta erkek gonat fonksiyonunun degerlendirilmesinde rutin olarak

kullanilmaktadir (18).

Antimiillerian hormon graniiloza hiicre tiimdrlerinde belirte¢ olarak
kullanilabilmektedir. Antimiillerian hormon &lglimleriyle, graniiloza hiicre

tiimorlerinde niikslerin erken tespiti de yapilabilmektedir (7).

Bunlara ilave olarak AMH’nin, ovaryan hiperstimiilasyon sendromu
teshisinde ayrica bu sendromun tedavisinde gonadotropinlerin  doz

ayarlanmasinda kullanilabilecegi de ortaya konulmustur (13).

1.3. Kisspeptin

KiSS-1 geni 1990’11 yillarin sonlarinda timor metastazlarin1 baskilayan bir
gen olarak kesfedilmis, bu nedenle metastin (Kisspeptin-54) olarak da

adlandirilmaktadir (19, 20).

Amerika Birlesik Devletleri’nin Pensilvanya eyaletinde kesfedilen GPR54
(Kisspeptin reseptorii) ve KiSS-1 genine bu yorenin {inlii ¢ikolata markasi
Hershey Kisses’e (6piiciik) itafen “Ki” eki getirilerek “kisspeptin” ad1 verilmistir.
KiSS genindeki “SS” harfleri baskilayict diziyi (Suppressor sequence) ifade

etmektedir (21, 22, 23).

KiSS-1 gen dirinleri ile ilgili ilk c¢aligmalarda bazi kanser tiirlerinin
metastazin1 baskilamasindan dolayr KiSS-1 geninin 54 amino asitlik iirlini
“metastin” olarak isimlendirilmistir. Daha sonraki ¢alismalarda ise kisspeptin-

54’iin diger formlar1 saptanmig tiimiine birden “kisspeptinler” adi verilmistir (24).

1.3.1. Kisspeptinlerin etki mekanizmasi



Kisspeptinler fenil alanin amit yapida peptit bir hormon olup, KiSS-1 geni

(1932) tarafindan kodlanan ve G protein 54 reseptoriine tutunmus hormonlardir

(25).

KiSS-1 geninin ilk {riinii 145 amino asitten olusan bir peptittir. Bu peptit
Kisspeptin-54’e¢ doniismektedir ve kisspeptin-54’den de daha sonra kisspeptin-10,
Kisspeptin-13 ve kisspeptin-14 kisa formlar1 olugsmaktadir (26). Kisspeptin-10,
Kisspeptin-13 ve kisspeptin-14 formlarinin hepsi etkisini GPR54’e baglanarak

gostermektedirler (27).

Kisspeptinlerin GPR54’e baglanmasi sonucunda fosfolipaz-C aktive olur ve
hiicreler arasi inozitol 1,4,5 trisfosfat ve Ca*? miktar1 yiikselir. Bunun sonucunda
hipotalamik néronlarindan GnRH salinimi gergeklesir. Kisspeptinler mitojen
aktiviteli protein ve ekstraseliiler sinyal diizenleyici protein yolaklarini uyararak

apoptozisi artirip, hiicre gogalmasini ve metastazini azaltir (21, 28).

Beyindeki GnRH néronlarinda  bulunan  GPR54  reseptorlerine
kisspeptinlerin baglanmalar1 sonucunda hipofizer dolasima GnRH verilmesi
saglanir (29). GnRH bu sekilde hipofizden gonadotropinlerin (FSH, LH)

salinimini uyarir (30).

Kisspeptin hormonu ile ilgili yapilan calismalarda kisspeptinin hipotalamus
ve iireme fonksiyonlarindaki etkileri iizerinde durulmustur (22). Insanlarda
cocukluktan ergenlige geciste kimyasal Opliciik olarak nitelendirilen kisspeptin

proteininin 6nemli rol aldig1 bilinmektedir (21, 30).

KiSS-1 geni hipotalamusta kisspeptin sentezini saglamakta ve pubertasin

baslamasinda 6nemli rol oynamaktadir (29). 2003 yilinda kisspeptin hormonunun



eksikliginde hayvanlarin cinsel olgunluga ulasamadig1 ortaya konulduktan sonra
bu hormonun hayvan ve insanlarda pubertasin baslangicinda ¢ok Onemli rol

oynadig1 sonucuna varilmistir (23).

GPR54’lin zarar gérmesine sebep olan mutasyonlarin, insanlar ve farelerde
pubertas1 engelledigi ve fertilitede diistise sebep oldugu, dolayisiyla bu reseptoriin

pubertasta GnRH salinimi i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (31).

Arkuatik nukleustaki kisspeptin ndronlarinin GnRH salimiminda negatif feed
back rolii tstlendikleri, anteroventral periventrikiiler nukleustaki kisspeptin
noronlarinin ise pozitif feed back’e sebep olduklari ileri siiriilmektedir. Primatlar,
kemirgenler ve koyunlarda kastrasyon ya da ovaryektomi ile arkuatik nukleustaki
kisspeptin ekspresyonu artmaktayken anteroventral periventrikiiler nukleustaki

kisspeptin néronlarmin ise azaldig1 gériillmektedir (31).
1.3.2. Kisspeptinin doku dagihim

Kisspeptinlerin merkezi sinir sistemi, testis, ovaryum, pankreas, bagirsak,
karaciger, kalp, akciger, kas, bobrek ve plasentadan sentezlendigi bilinmektedir.
Erkeklerde ve gebe olmayan kadinlarda plazma kisspeptin konsantrasyonu diisiik,

gebe olanlarda ise bu diizey 6nemli derecede artmaktadir.

Gebelikte kisspeptinin ana kaynagi plasentadir. Kisspeptinler insan
plasentasinda ilk olarak 2001 yilinda tespit edilmistir (24). Ovaryumlarda lokal
olarak sentezlenen kisspeptin ovulasyonda rol alir ve GPR54’den yoksun olan

disiler de ovulasyon gergeklesmez (27, 29).

Kan dolagimindaki Kisspeptinlerin kan-beyin bariyerini gegerek GnRH

salinimu tizerine etki ederek faaliyet gosterdikleri bilinmektedir (24).



Ratlarda, farelerde, koyunlarda ve primatlarda oldugu gibi insanlarda kadin
ve erkeklerde de kisspeptin verilmesinin gonadotropin diizeylerini artirdig1 bilinir.
Kisspeptin 54’tin kadnlarda subkutan enjeksiyonu ile hem LH hem de FSH

diizeylerinde artig oldugu ileri siiriilmektedir (31).

Kisspeptinlerin, GnRH araciligiyla LH ve FSH salmimina sebep olduklari
GPR54 mutasyonlu farelerde tespit edilmistir. Ratlarda da gonatropin diizeylerini
yiikselttikleri ve prepubertal disilerde ovulasyona sebep olduklar1 bilinmektedir

(31).

Kisspeptin/GPR54 eksikligi olan farelerde gonadotropin konsantrasyonunda
azalma, infertilite ve anormal cinsiyet gelisimi siklikla goriilmiistiir (27). GPR54
delesyonuna sahip disi farelerde pubertas ve vajinal agilmada gecikme, erkek

farelerde ise testislerin kiigtildiigii belirlenmistir (31).

Giiclii ve spesifik kisspeptin agonistleri ve antagonistleri ge¢ veya erken
pubertas, endometriyozis, infertilite, meme ve ovaryum kanserleri gibi

bozukluklarin tedavisinde kullanilmaktadir (27).

Kisspeptinin santral veya periferal uygulanmasi hipotalamus-hipofiz-gonad
akst uyardigi, GnRH antagonistlerinin ise kisspeptinin LH, FSH iizerine olan

santral ve periferik etkilerini bloke ettigi gosterilmistir (23).

1.4. Ovaryum Hiperstimiilasyonu

Ovaryum stimiilasyonu, folikiiler olgunlagmay1 saglayan ve gebelik sansini

artiran bir yontemdir (32). Ayrica, kontrolli ovaryum hiperstimiilasyonu
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uygulamalarindan da ¢ok sayida ve kaliteli oosit elde edilmesi amaglanmaktadir.

(33).

Insanlarda infertilite tedavisinde ovulasyonun gonadotropinlerle uyarilmasi
kullanilan bir yontemdir. Bu amagla degisik protokoller kullanilmakla birlikte
ciddi komplikasyonlarla da karsilasilabilmektedir (33). Ovaryan hiperstimiilasyon
sendromu (OHSS) ise insanlarda ender olarak rastlanan o6liim riski olan ve
gonadotropinlerle ovulasyon uyarimi sonrasi gelisen ciddi bir komplikasyondur

(32, 34).

Ovaryan hiperstimiilasyon sendromunun olusum mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir ve yapilan tedavilerde genelde sonugsuz kalmaktadir. Bu
sendromun tedavisinde sekstiel sikluslar1 baskilayan yontemler kullanilmaktadir.
Ovaryan hiperstimiilasyon sendromu sadece ovulasyon olan sikluslarda ve
genellikle hCG uygulamasindan 3-6 giin sonra ortaya ¢ikar. hCG uygulanmadan
veya uygulanmasindan ¢ok sonra ortaya ¢ikan OHSS olgular1 da bildirilmistir

(33).

Ovaryan hiperstimiilasyon sendromunun olusumunda kilcal damar
permeabilite artis1 gézlenir. Ovulasyonun uyarimi i¢in hCG uygulamasi ile renin-
anjiyotensin yolagmn aktif hale gelmesi OHSS nin ortaya ¢ikisinda dnemli rol
oynar ve ortamdaki vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, endotelin 1 ve
sitokinlerin ovaryumun kilcal damar gecirgenligini artirarak proteinden zengin
stvinin hiicreler arasi alana gegmesi de OHSS gelisimine sebep olur ve buna bagli

olarak elektrolit diizensizligi, emboli, sok ve 6liim sekillenebilmektedir (32, 35).
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Ovaryan hiperstimiilasyon sendrom gelisiminde uyarilan folikiillerin ve
toplanan oositlerin sayisinin fazla olmasi, polikistik ovaryum sendromu (PCOS)

varlig1 ve yiiksek serum ostradiol seviyesi de rol oynayabilmektedir.

Ovaryan hiperstimiilasyon sendromunun erken ve gec¢ olmak tizere iki klinik
formu bulunmaktadir. Erken baslangicli OHSS, ovaryumun cevabu ile iliskilidir
ve yiiksek Ostradiol seviyesi ve uyarilmis ¢ok sayida folikiiliin bulunmasi ile
baglantilidir. Geg baslangigli OHSS ise oositlerin toplanmasindan yaklasik 9 giin
sonra ortaya ¢ikar ve ¢cogul gebelikle birlikte bulunur. Ovaryan hiperstimiilasyon
sendromu gelisen kadinlarda OHSS gelismeyenlere gore 3 kat daha fazla gebelik

tespit edilmektedir (32).

1.5. Kistik Ovaryum Dejenerasyonu

Kistik ovaryum dejenerasyonu (KOD), ovaryumlar {izerinde herhangi bir
aktif liiteal doku olmaksizin, bir veya her iki ovaryum iizerinde olusabilen, ¢aplar1
tiirlere gore degisen, genellikle 10 giinden daha uzun bir siire ovaryum iizerinde
kaliciligint devam ettiren ve ovaryum iizerinde bulunduklar1 siirede siklik
aktiviteyi engelleyen, ovule olmamis preovulator folikiilleri igeren bozukluklardir.
Bunun disinda hormonal olarak inaktif kistler ovaryumlar {izerinde tespit

edilebilir ve bu kistler normal sekstiel sikluslar1 etkilemezler ve liiteal yapilarla

birlikte bulunabilirler (36).

Kistler dinamik olusumlardir ve bazi durumlarda kendiliginden yok
olabilirler. Buna karsilik bazi durumlarda ise bu yapilar bir veya her iki ovaryum

iizerinde kalici hale gecerek treme ile ilgili faaliyetlerin olumsuz sekilde
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etkilenmesine yol acarlar (36). Genellikle KOD’un olusumunda hipotalamus-
hipofiz-ovaryumun birlikte olusturdugu sistemde meydana gelen bir fonksiyon
bozuklugunun rol oynadigi kabul edilir. Bu fonksiyon bozuklugunun olugmasinda

genetik, fenotipik ve gevresel etkileri igeren bir¢ok faktor rol oynar (37).

Genel olarak tiim disilerde sekstiel siklus sirasinda FSH salinimi yeni bir
folikiiler gelisimin ortaya ¢ikmasma neden olur. Daha sonra tek bir folikiil
dominant folikiil haline gelir. Bu folikiiliin tirettigi ostrojenin hipofiz-hipotalamus

tizerine pozitif feed back etkisi sonucu GnRH ve LH salinimi uyartlir.

Dominant folikiil preovulatér seviyeye ulastiginda preovulator Ostradiol
salimimi sekillenir. Bu 6stradiol piki ovulasyonun olusumunda 6nemli rol oynayan
LH pikinin sekillenmesine neden olur. Bu siirecte bir aksama sekillenir,
preovulator Ostradiol, GnRH ve dolayisiyla LH salinimini uyarmada yetersiz
kalirsa ve bunun sonucu olarak preovulator LH piki sekillenmezse veya LH
pikinin magnitiidi de yetersiz olursa ya da preovulator LH salimiminin
zamanlamasi yanlis olur veya gecikir ise dominant folikiil ovule olamaz, LH

pulzasyonlarinin devam etmesi sonucu bliylimeye devam eder ve kistler sekillenir

(36, 37).

Ostradioliin pozitif feed back etkisine kars1 hipotalamusta duyarsizigin
sekillenmesinin sonucu olarak prematiire GnRH/LH salinnmmm olusmasi

anovulasyona daha sonra da kistlerin gelismesine yol acar (38).

Bu tez calismasinda, siklusun Ostriis ve diostriis evrelerinde bulunan,

deneysel olarak kistik ovaryum dejenerasyonu ve ovaryum hiperstimiilasyonu

13



olusturulan ratlarin ovaryumlarindaki kisspeptin 1 reseptor diizeyleri ile kan

serumlarindaki AMH ve KiSS-1 diizeylerini arastirmak amaglandi.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvanlar

Bu ¢alismada 200-250 gram agirliginda, 2-4 aylik, 28 adet Spraque Dawley
k1 disi rat kullamldi. Hayvanlar, Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar
Merkezi’nden temin edildi. Calisma siiresince hayvanlar gruplar halinde
kafeslerde tutuldu ve giin boyu 12 saat karanlik, 12 saat 1s1k rejimi uygulandi.
Hayvanlara yiyebildikleri kadar yem ve su verildi. Deneyler i¢in kullanilan
hayvanlarin diizenli seksiiel siklusa sahip olduklari, arka arkaya yapilan vajinal
irrigasyonlarda en az dort kez diizenli siklus gosterdikleri tespit edilerek
kesinlestirildi. Calisma igin Firat Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik

Kurulundan Etik Kurul Raporu alindi (15.06.2016 - 2016/12).

2.2. Uygulama Gruplan
Hayvanlar asagidaki gibi gruplandirildi:

1. Grup: Ostriiste oldugu tespit edilen hayvanlardan olusturuldu (n=7)

(Ostriis grubu),

2. Grup: Diostriiste oldugu tespit edilen hayvanlardan olusturuldu (n=7)

(Didstriis grubu),

3. Grup: Ovaryum hiperstimiilasyonu olusturulan hayvanlar kullanild1 (n=7)

(HS grubu),
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4. Grup: Kistik ovaryum dejenerasyonu olusturulan hayvanlar kullanildi

(n=7) (KOD grubu).

Grup 1 ve Grup 2’deki hayvanlar, Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar
Birimi’nde bulunan disi ratlar igerisinden vajinal irrigasyonla Ostriiste ve
diostriiste oldugu tespit edilenler arasindan segildi. Seksiiel sikluslarin

diizenlenmesi i¢in herhangi bir senkronizasyon protokolii uygulanmadi.

2.3. Ovaryum Hiperstimiilasyonunun Olusturulmasi

Ratlarda ovaryum hiperstimiilasyonu Musal ve ark.’nin (39) tarif ettigi
sekilde olusturuldu. Buna goére 40 IU PMSG (Folligon) intraperitonal enjekte
edildikten 48 saat sonra 20 IU hCG (Chorulon) yine intraperitonal olarak enjekte

edildi.

2.4. Kistik Ovaryum Dejenerasyonunun Olusturulmasi

Ratlarda KOD Stener-Victorin ve ark.’nin (40) tarif ettigi seckilde
olusturuldu. Buna gore 4 mg Ostradiol valerate (Sigma P oestradiol 17 valerate;
CAS 979-32-8) 8 haftalik disi ratlara 0,2 ml susam yag1 icerisinde kas i¢i olarak

enjekte edildi.

2.5. Vajinal Irrigasyonlar

Vajinal irrigasyonlar Rigvanli ve ark.’nin (41) tarif ettigi sekilde uygulandi.

Lastik puar ve pipet ucu kullanilarak steril distile su ile irrigasyonlar yapildi.
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Irrigasyon sonrasi elde edilen sivi lam iizerine konarak 40X biiyiitmede
mikroskopta incelendi. Hazirlanan preparatlardaki hiicre tiplerinin yogunluklar1 +,
++, +++ olarak degerlendirildi. Siiperfisyal hiicre yogunlugu +++ olan
hayvanlarin Ostriiste ve parabazal hiicre yogunlugu +++ olan hayvanlarin ise

diostriiste oldugu kabul edildi.

2.6. Laboratuvar Analizleri

Bir ve 2. gruptaki ratlarin kanlar1 6striis ve didstriiste olduklar1 tespit
edildiklerinde, 3 ve 4. gruptaki ratlarin kanlar1 ise ovaryum hiperstimiilasyonu ve
KOD olusturulduktan hemen sonra dekapite edilerek alindi. Dekapite edilen
hayvanlarin kanlar1 rutin islemler sonrasi serumlar1 ayrilarak ol¢timler yapilana
kadar -20 °C’de saklandi. Yine hayvanlarin ovaryumlar1 da dlgiimler yapilana

kadar -20 °C’de sakland.
2.6.1. Antimiillerian hormon diizeyinin tespiti

Kan serumlarindaki AMH diizeyi ticari ELISA kiti kullanilarak (YL Biont
Shanghai YLAO062RA), ELISA okuyucusunda (Bio Tek Instruments, USA)

okutularak belirlendi.
2.6.2. Kisspeptin 1 diizeyinin tespiti

Kan serumlarindaki KiSS-1 diizeyi ticari ELISA kiti kullanilarak (Li
StarFish Italy EA0873Ra), ELISA okuyucusunda (Bio Tek Instruments, USA)

okutularak belirlendi.

2.6.3. Kisspeptin 1 reseptor diizeyinin tespiti
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Ovaryumlardaki Kisspeptin 1 reseptor diizeyi ticari ELISA kiti kullanilarak
(YL Biont Shanghai YLA1199RA), ELISA okuyucusunda (Bio Tek Instruments,
USA) okutularak belirlendi. Olgiimler yapilmadan énce ovaryumlar asagida tarif
edildigi gibi homojenize edildi.

2.6.3.1. Homojenizasyon

Derin dondurucuda (-20 °C) bulunan ovaryum dokular: ¢ikarildi. 0,01 M
fosfat buffer saline (pH 7,4) ile 1:10 oraninda diliie edilerek, 4 °C’de buz kaliplari
icinde homojenizasyon yapildi. Homojenizasyon islemini takiben, 10 dakika
3.000 rpm'de santrifligasyon uygulanarak siipernatant kisimlar1 ayrilarak 6lgiimler

yapilabilmesi i¢in kullanild1.

2.7. istatistiki Analizler

Verilerin istatistiksel analizinde grup sayismin dort olmasi, farkli deneklerin
kullanilmas1 ve normal dagilimin olmamasindan dolayr tek yonlii varyans
analizinin nonparametrik karsiligi olan Kruskal-Wallis testi yapildi. Kruskal-
Wallis ile ortancalarin esit olmadigi ve onemliligin 0,05’ten kii¢iik oldugu
gruplarda post hoc c¢oklu karsilastirma yontemi olarak, yanilma diizeyini asagi

cekecek, Bonferroni Diizeltilmis Mann-Whitney-U testi (p<0,01) uygulandi.

Istatistiki analizler SPSS for Windows versiyon 22,5 (SPSS Inc., Chicago,

Ilinois, USA) paket programinda yapildi.
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3. BULGULAR

Elde edilen wverilerin istatistiki analizi sonucunda ovaryum dokusu
iizerindeki kisspeptin 1 reseptor diizeylerinin ostriis (1.271,43+51,98 pg/ml) ve
HS (1.191,434£85,67 pg/ml) grubunda daha fazla oldugu tespit edildi (p<0,05).
Yine kan serumundaki en yiiksek AMH diizeylerinin ise Ostriis (16,91+£2,12
ng/ml) grubunda oldugu belirlendi (p<0,05). Kan serumundaki KiSS-1 diizeyleri

arasinda ise gruplar arasinda herhangi bir fark olmadigi tespit edildi (Tablo 2).

Tablo 2: Kisspeptin 1 reseptéor, AMH ve KiSS-1 konsantrasyonlarmin

gruplara gore dagilimu.

Kisspeptin 1 reseptor AMH KiSS-1
pg/mi ng/ml pg/ml
Ostriis 1.271,43+51,98? 16,91+2,122 412,86+124,01
Didstriis 651,43+147,35° 2,71+0,24° 649,29+119,60
KOD 594,29+159,10P 2,64+0,18" 595,71+110,34
HS 1.191,43+85,67° 6,03+0,56° 770,71+105,66
P * * .

a,b, c: aymi siitundaki farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar

snemlidir * p<0,05; - p>0,05
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4. TARTISMA

Preantral folikiil popiilasyonunun bir belirteci olarak AMH’nin plazma
seviyelerinin degerlendirildigi bir ¢alismada (42) Kisspeptinin 6 ve 10 aylk
ratlarda plazma AMH’yi artirdig1 gosterilmistir. Ayni calismada ratlarda
kisspeptin uygulamalarmin kiigiik antral folikiil sayisini artirdigi bunun da
ozellikle sekonder ve kiiciik antral folikiillerden salgilandigi bilinen AMH

diizeylerini ytikselttigi ileri siirtilmiistiir.

AMH, PCOS patogenezinde gizemli bir role sahiptir ve AMH diizeyindeki
artiy, PCOS’un ortak bir 6zelligidir. AMH geninin hipometilasyonu olasilikla
AMH geninin intrinsik asir1 sentezlenmesine ve PCOS’da artmis AMH {iretimine
neden olur. Artmis AMH diizeyi, folikiil bliyiimesini uyaran FSH salinimini
inhibe ederek anoviilasyona yol agar (43, 44). PCOS’lu kadinlarda serum AMH
diizeyi artan preantral ve kiiciik antral folikiil sayisina baglhh olarak
yiikselmektedir. Bu durum 6zellikle anovulatér PCOS’lu kadinlarda AMH f{ireten
kiiciik antral folikiil sayisindaki artisa bagl olarak daha cok gbze carpmaktadir
(45). Emekci Ozay ve ark. (46) tarafindan yapilan bir ¢alismada PCOS’lu
kadinlarda serum AMH diizeyi 5,93+4,93 ng/ml olarak bulunmus ve normal
kadinlara gore bu degerin daha yiliksek oldugu ileri siiriilmiistiir. Yine ayni
caligmada istatistiki olarak O6nemli olmasa da PCOS’lu kadinlarda serum
kisspeptin konsantrasyonunun normal kadmnlara gére daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Calismada, kisspeptinin fizyolojik etkisi geregi GnRH aracigiyla LH

diizeyini artirdig1 ayrica PCOS’lu kadmlarda da LH diizeyinin yiiksek oldugu
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dolaysiyla bu sendroma sahip kadinlarda LH ve kisspeptin konsantrasyonunun

yiiksek olmasinin dogal oldugu belirtilmektedir.

Cimino ve ark. (47) yaptiklar1 bir ¢alismada fare ve insanlarda GnRH
néronlarmin 6nemli bir alt grubunun AMH reseptoriinii eksprese ettigi ve
AMH’nin farelerde GnRH ndron uyarimmi potansiyel olarak aktive ettigi
belirtilmektedir. Ayn1 ¢alismada, AMH’ nin GnRH’ya baglh LH pulsatilitesini ve
sekresyonunu artirdigini ve GnRH noéronlarinda AMH’nin merkezi bir etkisinin
oldugu ayrica bu bulgulara dayanarak, GnRH salmimmimin AMH’ye baglh

regiilasyonun PCOS patofizyolojisinde rol alabilecegi hipotezi ileri siirtilmiistiir.

Hayvan ¢alismalari, basta androjen fazlalig1 olmak tizere seks steroitlerinin
uygun olmayan maruziyetlerinin gelismenin erken evrelerinde PCOS
patogenezisiyle baglantili  olabilecegini  gostermistir. PCOS’ta  godzlenen
noroendokrin degisikliklere katkida bulunan mekanizmalardan birinin hipotalamik
KiSS-1 sisteminin 6zellikle steroitlere bagli aksamalaridir (43). Neonatal
donemde androjen uygulanmis disi ratlarda PCOS’lu kadinlarmkine benzer
metabolik ve tireme 6zellikleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum, KiSS-1 sistemi
tizerine seks steroitlerinin organize edici etkisine ve KiSS-1 noronal
popiilasyonlarinin uygun sekilde olgunlasmasmin beyin seks farklilagsmasi i¢in
anahtar rol oynamasina baglanmaktadir (48, 49). Yine PCOS fare modeli ile ilgili
bir ¢alismada, PCOS’lu ratlarda hipotalamustaki kisspeptin pozitif hiicrelerinin
sayisinin artist gosterilmistir (50). Ancak, buna ragmen hemen tiim yayinlarin
sonunda PCOS’un tam olarak patogenezisinin aydinlatilamadigi israrla
belirtilmektedir. Sunulan tezde de kan serumu KiSS-1 diizeyleri KOD grubunda

595,71£110,34 pg/ml olarak bulunmasma ragmen gruplar arasinda istatistiki bir
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fark bulunamamistir. Ovaryum tizerindeki KR konsantrasyonu ise en fazla ostriis
(1.271,43£51,98 pg/ml) ve HS grubunda (1.191,43£85,67 pg/ml) bulunmasina
ragmen KOD grubunda ise 594,29+159,10 pg/ml olarak belirlenmigtir. AMH
diizeyleri ise en fazla Ostriis grubunda (16,91+2,12 ng/ml) tespit edilmistir. KOD
grubunda diger yaymlara nazaran KR ve AMH diizeylerinin diisiik olmasi,
PCOS’un tam olarak patogenesizinin aydimlatilamamasina ve sonucglardaki

farkliliklarin tiir farkliligindan da etkilenebilecegine baglanabilir.

Ovaryan hiperstimiilasyon sendromu, kadinlarda kontrollii ovaryum uyarimi1
sonrasinda ortaya c¢ikan ciddi komplikasyonlardan biridir ve hayati tehdit edici
olabilir. Ozellikle in vitro fertilizasyon (IVF) uygulamalar1 sonras1 ortaya ¢ikan bu
sendromun sebepleri tam olarak ortaya konamamustir (51). Ovaryan
hiperstimiilasyon sendromunun kontrolli ovaryum uyarimi 6ncesinde yiiksek
serum AMH seviyeleri ile iligkili oldugu bildirilmistir (52). La Marca ve ark. (53),
kontrollii ovaryum uyarimina kotii yanit nedeniyle IVF siklusu iptal edilen tiim
hastalarm diisiik serum AMH diizeyine sahip oldugunu, buna karsin OHSS riski
nedeniyle iptal edilen sikluslar1 olanlarin ise en yiiksek serum AMH diizeylerine
sahip olduklarmi bildirmektedirler. Bu veriler, AMH’nin ovaryum rezervinin
uygun bir belirteci olmasinin yan1 sira IVF sikluslar1 icin OHSS'yi tahmin etmede
de yararh olabilecegi kanaatini uyandirmaktadir (51). Sunulan ¢alismada da kan
serumu KiSS-1 diizeyleri HS grubunda 770,71£105,66 pg/ml olarak bulunmasima
ragmen gruplar arasinda istatistiki bir fark bulunamamistir. Ovaryum tizerindeki
KR konsantrasyonu ise en fazla ostriis (1.271,43+51,98 pg/ml) ve HS grubunda
(1.191,43+85,67 pg/ml) belirlenmistir. AMH konsantrasyonlar ise en fazla Ostriis

grubunda (16,914£2,12 ng/ml) Ol¢iilmesine ragmen HS grubunda (6,03+0,56
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ng/ml) KOD (2,64+0,18 ng/ml) grubuna nazaran daha yiiksek tespit edilmistir.

Elde edilen bu sonuglar daha dnceki literatiirlerle uyum i¢indedir.

Sonug olarak; ovaryum dokusu iizerindeki KR diizeylerinin ostriis ve HS
grubunda; kan serumundaki en yiiksek AMH diizeylerinin ise Ostriis grubunda
oldugu tespit edildi. Kan serumundaki KiSS-1 diizeyleri arasinda ise gruplar

arasinda herhangi bir fark olmadig: belirlendi.

Elde edilen bu veriler 15181nda, ratlarda Ostriis gibi fizyolojik donemlerde
Olgilen AMH ve KiSS-1 diizeylerinin deneysel olarak KOD ve HS olusturulan
ratlara nazaran daha yiiksek oldugu ve benzer ¢alismalarin diger hayvan tiirlerinde

de tekrar edilmesinin yararli olacagi kanaatine varildi.
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