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OZET

Nikotinamid Mononiikleotid (NMN) ve Nikotinamid Ribozid (NR) ile
Mitokondriyal Stres inhibisyonunun DHEA ile Indiiklenmis Polikistik Over
Sendromlu Ratlarda Anovulasyon Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Bu calismada deneysel PKOS modelinde graniiloza hiicrelerinde olusan
mitokondriyal stres ve buna bagli anovulasyon iizerine NMN ve NR’nin tedavi edici

etkilerinin olup olmadigini arastirmak amaglandi.

Materyal ve Metot: Calismada, agirliklar1 40-60 gram arasinda degisen 21 giinliik
20 adet Sprague-Dawley cinsi disi sigan kullanildi. Siganlar rastgele 4 gruba ayrildi. Kontrol
grubu haricindekilere 21 giin boyunca Dehidroepiandrosteron (DHEA) verilerek PKOS
modeli olusturuldu. NMN grubuna 17 giin 500 mg/kg intraperitoneal olarak NMN, NR
grubuna 7 giin oral olarak 200 mg/kg NR uygulandi. Siganlar 37. giin sakrifiye edildi ve
alinan overler histopatolojik, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal olarak degerlendirildi.
Mitokondriyal dinamikleri degerlendirmek i¢in Drpl, Mfnl ve Mfn2 gen ekspresyon
seviyeleri RT-PCR ile tespit edildi.

Bulgular: LH/FSH oran1 PKOS grubunda yiiksekti, fakat NR ve NMN gruplarinda
kontrol grubu deneklerinin degerlerine yakindi. Histolojik kesitlerde PKOS grubunda
fazlasiyla kistik yapt mevuttu, apoptotik hiicreler mevcutken teka hiicre tabakasinda
kalinlagsmalar mevcuttu. NMN ve NR gruplarinda ise bu hasarlarin 6nemli 6l¢iide azaldigi,
gdzlendi. Immiinohistokimyasal degerlendirmede PKOS grubunda Drpl pozitifligi
yogunken kontrol, NMN ve NR gruplarinda ise Mfn1 pozitifligi yogun idi. Mfn2 pozitifligi
tiim gruplarda orta derecede izlendi. RT-PCR analizlerinde PKOS grubunda Drp1’in arttig1,
Min1’in azaldig1 goriiliirken, NMN ve NR uygulanan gruplarda Drpl’in azaldigi, Mfn1’in
ise yiikseldigi goriildii. Gruplar arasinda Mfn2 ekspresyonlar1 agisindan istatistiksel bir

anlamlilik bulunmada.

Sonug: Bu sonuglar NMN ve NR’nin PKOS modelinde meydana gelen mitokondri
stresini inhibe edebilecegini ve anovulasyon {iizerine iyilestirici etkilerinin olabilecegini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: anovulasyon, mitokondri stresi, NMN, NR, PKOS



ABSTRACT

Investigation of the Effects of Mitochondrial Stress Inhibition with
Nicotinamide Mononucleotide (NMN) and Nicotinamide Riboside (NR) on
Anovulation in Rats with DHEA-Induced Polycystic Ovary Syndrome

Aim: In this study, it was aimed to investigate whether NMN and NR have
therapeutic effects on mitochondrial stress related anovulation in granulosa cells in an

experimental PCOS model.

Material and method: In the study, 20 female Sprague-Dawley rats (21 days
old) with an average weight of 40-60 grams were used. They were randomly divided
into 4 groups. The PCOS model was created by Dehydroepiandrosterone (DHEA)
induction for 21 days in the non-control group. NMN was administered 500 mg/kg
intraperitoneally for 17 days to the NMN group, and 200 mg/kg NR was administered
orally to the NR group for 7 days. The rats were sacrificed on the 37th day and ovarian
tissues were evaluated histopathologically, immunohistochemically and biochemically.
To assess mitochondrial dynamics, Drpl, Mfnl and Mfn2 gene expression levels were
detected by RT-PCR.

Results: The LH/FSH ratio was high in the PCOS group, but the ratio of NR
and NMN groups was close to the values of control group ratio. In histological sections,
the PCOS group had a very cystic structure, apoptotic cells were available and there
were thick theca cell layers. It was observed that these damages were significantly
reduced in the NMN and NR groups. In the immunohistochemical evaluation, while
Drpl positivity was intense in the PCOS group, Mfnl positivity was intense in the
control, NMN and NR groups. Mfn2 positivity was moderate in all groups. In RT-PCR
analysis, it was observed that Drpl increased and Mfnl decreased in PCOS group,
while Drpl decreased and Mfnl increased in NMN and NR applied groups. There was

no statistical significance between the groups in terms of Mfn2 expressions.

Conclusion: These results show that NMN and NR can inhibit mitochondrial

stress in the experimental PCOS model and have ameliorative effects on anovulation.

Key Words: anovulation, mitochondrial stress, NMN, NR, PCOS
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1. GIRIS

Polikistik over sendromu (PKOS) disi iireme endokrinolojisinin toplumda sik
gorillen bir bozuklugudur. Bu bozukluk hiperandrojenizm, infertilite, kronik
anovulasyon, endometrium ve over kanseri, hirsutizm ile seyreden ve artmis insiilin
direnci, Tip 2 Diyabetes Mellitus, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi hastaliklara sebep
olabilen endokrinolojik ve metabolik bir hastaliktir.’ Bu hastalarda hastalarda
ovulasyonun gergeklesmemesi ve korpus luteum olugsmamasindan &tiirii progesteron
seviyeleri digiiktiir. Diistik progesteron seviyeleri hipofiz hormon salinim amplitiidii ve
frekansin1 artirarak liiteinlestirici hormon (LH) salinnminda artisa, folikiil uyarici
hormon (FSH) salmiminda baskilanmaya sebep olur.>® Artan LH/FSH oram
yumurtaliklarda LH reseptorlerine sahip teka hiicrelerinde androjen tretilmesini
artirken, FSH reseptorlerine sahip graniiloza hiicrelerinde mitozun durmasmna ve
apoptotik hiicre dliimiine neden olur.® Yiiksek LH/FSH oran1 ve androjenlerin kronik
anovulasyona sebep oldugu bilinen bir gergektir fakat bu siireci hangi mekanizmalarin
baglattig1 tam olarak ¢oziilememistir. Bu patolojik siirecin bagslangicr ile ilgili literatiirde
bircok mekanizma ileri siiriilmektedir. Bunlardan bir kag¢1 hiperinsiilinemiye bagl teka
hiicrelerinde androjen iiretiminin artmasi, overlerde diisiikk yogunluklu kronik
inflamasyon ve reaktif oksijen tiirlerinin artmasi, folikiiler hiicrelerde azalan adenozin
trifosfat (ATP) iiretimi ve artan apopitotik hiicre dliimiidiir.}>* Bu mekanizmalarin
cogunlukla graniiloza ve teka hiicrelerindeki mitokondrilerin fonksiyonlariyla iliskili
olma ihtimali, son yillarda PKOS etiyolojisinde mitokondriyal stresi onemli bir
arastirma konusu haline getirmistir.> ® Literatirde PKOS ile iliskili olarak over
dokusunda mitofaji, otofaji ve apoptotik hiicre 6limii iyi bir sekilde anlasilmasina
ragmen bu patolojik siireclerle kuvvetli iligkili olan mitokondriyal fisyon ve fiizyon

dinamikleri yeterince arastirilmamgtir.” 18



Mitokondriler hiicredeki birincil enerji jeneratorleridir ve ayn1 zamanda serbest
radikallerin ana kaynagi ve hedefidirler.’® Mitokondriyal kalite; mitokondriyal
deoksiribo niikleik asit (DNA), lipitler, proteinler ve metabolitlerin karigmasina izin
veren mitokondriyal fliizyon ve mitokondrinin mitofajiyle segici olarak c¢ikarilmasini
saglayan mitokondriyal fisyon ile korunur.® Mitokondriyal stresin siddetlenmesine
bagli olarak mitokondriyal fisyon ve fiizyon homeostazinin bozulmasi folikiil
mikrocevresinde apopitozu uyararak hem folikiil gelisiminin durmasina hem de oosit
kalitesinin azalmasina; dolayisiyla ovulasyonda bozukluklara veya infertiliteye neden
olur.’® 20 Mitokondriyal fisyon ve fiizyon homeostazi, saglikli folikiiler gelisimin
stirdliriilmesi i¢in ¢ok onemlidir ve farkli hayvan tiirlerinde yapilan ¢alismalarda bu
dengenin bozulmasi sonucu granuloza hiicrelerinde azalan proliferasyon ve azalan
apoptoza direng ile oositte ¢oklu organel agregasyonlari, mitokondriyal deformiteler ve
folikiil bilyiimesinin durmasi gibi patolojiler tespit edilmistir.14 18 2

Nikotinamid Mononiikleotit (NMN) ve Nikotinamid Ribozid (NR) B3 vitamini
metabolitidirler ve hiicresel enerji kaynag olarak bulunurlar.?? Nikotinamid
mononiikleotitin NAD" / NADH (Nikotinamid Adenin Diniikleotit / Nikotinamid
Adenin Diniikleotit Hidrit) oranin1 normallestirdigi ve buna bagl olarak mitokondriyal
fisyon ve fiizyon homeostazinin siirdiiriilmesinde rolii oldugu bilinen bir gercektir.??
NR, NAD" énciisii olarak islev goriir ve gesitli fizyolojik islemlere aracilik eder.?®
Nikotinamid mononiikleotit veya nikotinamid ribozid ile tedavi edilen farelerde, artmis
NAD* seviyesinin, Sirtuinl’e (SIRT1) baghh olarak mitokondriyal fonksiyonu
gelistirdigi ve metabolik hasara kars1 korudugu ortaya ¢ikmigtir.?4-28
Bu tez calismasinda, PKOS patogenezinde graniiloza hiicrelerinde goriilen

mitokondri stresi tizerine NMN ve NR ile folikiillerde mitokondriyal fisyon ve fiizyon

homeostazinin silirdiiriilmesi ve bu maddelerin anovulasyon iizerine iyilestirici



etkilerinin arastirmasi hedeflenmistir. Bu amagla androjenize edilereck PKOS modeli
olusturulmus sicanlarda, NMN ve NR ile graniiloza hiicrelerindeki mitokondriyal
dinamikleri modiile ederek bu maddelerin anovulasyon iizerine iyilestirici etkilerinin
tespiti ve molekiiler yolaklarinin aydinlatilmasi, boylece tani ve tedavide yeni umutlarin

dogmasi amacglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Polikistik Over Sendromu

2.1.1. Polikistik Over Sendromunun Tanim ve Tarihcesi

Polikistik over sendromu (PKOS) olagan olarak ergenlik doneminde olmak iizere
tireme cagimin her hangi bir doneminde goriilebilen, kronik, etiyolojisi bilinmeyen,
heterojen etiyolojisi oldugu diisiiniilen, menstriiel diizensizlik, kronik anovulasyon ve
hiperandrojenizm (sivilce, erkek tipi sa¢ dokiilmesi ya da hormonal olarak artmis serum
androjen  konsantrasyonu) gibi  belirtiler gosteren ve Cushing sendromu,
hiperprolaktinemi, tiroid hastaligi ve androjen iireten tiimorler gibi diger faktorlerle
ayirict tanist yapilmasi gereken bir klinik tablo seklinde tanimlanmaktadir. Polikistik
over sendromunda, 12 ya da daha fazla sayida 2-9 milimetre capinda degisen
catlamamus folikiilleri igeren ovver yapilart mevcuttur,t 2 2%-32

Polikistik over sendromu santral sinir sistemi, hipofiz, yumurtaliklar, adrenal
bezler ve ekstraglanduler dokular arasindaki iliskilerin bozulmasi nedeniyle ortaya
cikar.3 3 Kronik anovulatuvar kadin infertilitesinin en sik nedeni olan PKOS
multisistemik, reprodiiktif ve endokrin bir sendrom olarak Tip Il diyabet,
kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1, dislipidemi ve endometriyum kanseri gibi uzun
donem ciddi saglik sorunlari ile de iliskisi olabilen 6nemli bir saglik sorunudur.3!

Gegmisi oldukga eskiye dayanan PKOS’un bilinen en eski hastalar1 M.O. 470-
366 yillar1 arasinda erkeksi kadinlar olarak tanimlanan ve PKOS belirtileri gdsteren
bireylerdir. 1844°’te bazi hastalarin yumurtaliklarinda Kistik yapilar izlenmistir. Bu
hastalikla ilgili yaymnlanmis ilk ¢alisma 1935’te Stein ve Leventhal’in yaptigi
calismadir. Bu calismada genislemis ¢ok sayida kist iceren overleri olan, killanma
sorunu ve oligo-amenore sikayetleri bulunan 7 kadinda ilk kez Kistik overler ile ilgili

sendromik sorunlar incelenmistir.’> 3 1958°de PKOS’lu kadinlarda serum androjen



seviyesinin oldukea yiiksek oldugu fark edilmis ve 1980°de insiilin direncinin PKOS u
indiikleyici etkisi bilime kazandirilmistir. 1981°de ultrason ile gozlenen kistik yapilar
goze carpmis ve 1985 yilinda kistler tani kriteri olarak kabul gormiistiir. Polikistik over
sendromunun net olarak tanimlanmasi ve kistaslarin olusturulmasi 1990 yilinda
National Institute of Health tarafindan gergeklestirilmis ve 2003 yilinda Rotterdam
konferansinda tekrar diizenlenmistir.3" 3’

2.1.2. PKOS’un Prevalansi

Polikistik over sendromunun goriilme sikligi iilkelere gore degisken bir tablo
gosterebilir. Bunun nedeni klinik ve biyokimyasal 6zelliklerin, 1tk ve etnik kdkene gore
farklilik gostermesi, tani kriterlerinde fikir birligi saglanamamasi ve hormonal
degisimlerdeki farkliliklar olabilir. Amerikan Ulusal Saglik Enstitiileri (NIH) olgiitlerine
gore PKOS’un toplumda goriilme sikligr %7-8,7 iken, Rotterdam olgiitlerine gore bu
oran %18, Androgen Excess Society (AES) olgiitlerine gore %12 civarindadir.3® 3
Prevalans yasa gore de degiskenlik gostermekte olup gen¢ kadinlarda, 35 yas istii
kadilara gore daha yiiksek olabilir. *° Obezite bu oran1 %28’lere yiikseltmektedir.*

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO-II) ovulasyon bozuklugu olan hastalar {izerinde
yaptig1 kohort ¢alismasinda, PKOS prevalansinin Rotterdam kriterlerine gore %60, NIH
kriterlerine goére ise %55 oldugu ortaya ¢ikmustir. Bu durum Tiirkiye niifusuna
oranlandiginda neredeyse 1 milyon PKOS hastast oldugu tahmin edilebilmektedir.
Diger olgiitler 6zellikle de Rotterdam o6lg¢iitleri kullanildiginda bu oran %20-60 civarina
yiikselmektedir. 38 42
2.1.3. PKOS’un Tani Kriterleri
Polikistik over sendromu gesitli bozukluklarin ve genetik etkenlerin sinerjistik

etkisi sonucu meydana geldigi diisiiniilen multifaktoriyel bir hastaliktir. Simdiye kadar

PKOS ile ilgili pek ¢ok calisma yapilmasina ragmen etiyolojisi hala belirsizdir.*®



Polikistik over sendromu ile ilgili bir ¢cok tanim yapilmig ve tibbi taniy1 mutlak

olarak ¢izen sinirlar kesin olarak ortaya konulamamistir. Son yillarda PKOS igin

yapilan 3 temel tanimlama;

1-

1990°da National Institue of Health (NIH):

- Kronik anovulasyon

-Klinik ya da biyokimyasal hiperandrojenizm (Diger nedenler elendikten
sonra yukardaki iKi kistasin olmasi tani igin yeterlidir).**

2003’te European Society for Human Reproduction and Embryology
(ESHRE) ve American Society for Reproductive Medicine (ASRM)

(2003 Rotterdam Olgiitleri):

-Oligo/anovulasyon ,

-Hiperandrojenizm,

-Polikistik over morfolojisi ,

Cushing sendromu, non-klasik adrenal hiperplazi, over-adrenal tiimorler gibi
nedenler elendikten sonra yukardaki ii¢ kistastan ikisi tan1 icin yeterlidir.%!
2006’da Androgen Excess Society (AES):

- Hiperandrojenizm (Hirsutizm veya hiperandrojenemi),

-Overlerin islev bozuklugu ya da polikistik overler.*

2.1.4. PKOS’ ta Klinik

Belirtiler menarsla baslamakta fakat hastaligin seyrini gesitli faktorler

etkilemektedir. Ozellikle erken yaslarda mestriiel diizensizlikler cok fazla olmakta, daha

ileri yaslardaysa hirsutizm ve infertilite 6n planda olmaktadir.

12, 46, 47

Polikistik over sendromunda esas bulgu anovulasyon olup diizensiz menstriiel

siklus, oligomenore veya amenore seklindedir. Stirekli anovulasyon infertilite, amenore

veya disfonksiyonel kanama gibi c¢esitli menstriiel kanama problemleri, hirsutizm,



sivilce, endometrium kanseri ve meme kanseri riskinde artig, kardiovaskiiler sistem
hastaliklarinda artig gibi hastalik ve rahatsizliklara yol agabilmektedir.*6>°

Polikistik over sendromunda menstriiel bozukluk diizensiz, uzun araliklarla
kanama veya adet kanamasinin olmamasi seklindedir. Anovulatuar kanamalar i¢in tipik
olan, premenstriiel belirtilerin Onciiliik etmedigi, beklenmeyen kanamalar meydana
gelmesidir. Kanama genellikle fazla degildir, fakat belirgin endometrial hiperplazisi
olan hastalarda anemi, ortostatik hipotansiyon gelisebilecek kadar fazla miktarda
meydana gelebilir.>1® Oligomenore, peripubertal baslangicli ve menarstan itibaren
yilda 6 defadan az adet gorme seklinde tanimlanmistir. Amenore ise, gebelik yoksa 3 ay
veya daha fazla siire adet kanamasmin olmamasidir.>* > Polikistik over sendromunda
yaklasik %20 oraninda amenore goriliirken, vakalarin %5-10’unda adetler diizenlidir.
Ek olarak, nedeni bilinmeyen PKOS’ta hastalarin ge¢ iireme donemlerinde adetleri
diizenli hale gelebilmektedir.>® >/

Polikistik over sendromundandaki bir baska bulgu da hiperandrojenizmdir.! 58
Bunun en yaygin belirtisi hirsutizm olmakla birlikte sebore, sivilce, alopesi ya da
hidroadenitis siipiirativa da goriilebilir. Hirsutizm, kadinlarda killanmanin normalde ¢ok
az oldugu ya da hi¢ olmadigi androjene bagimli bolgelerde koyu ve kalin killarin
artmasi1 olarak ifade edilir. Kadinlarin ortalama %70’inde hirsutizm goriiliirken, daha
az1 ise sivilcelidir.?> 47 5! Polikistik over sendromu tanis1 konmus olgularin %40-60’1
obez, % 60-90°1 hirsut, % 50-90’1 amenoreiktir. %55-70’inde kisirlik sorunu vardir.4% 58
60

Polikistik over sendromunda kisirligin ana sebebi anovulasyondur.®® 62 Polikistik

over sendromlu kadinlarda PKOS olmayanlara gore daha fazla diisik yapma riski

oldugu goriilmiistiir. Bu neticenin PKOS’taki yiiksek luteinlestirici hormon Seviyesi



sonucunda bozulmus oosit ve embriyo kalitesine bagli olabilecegi diisiiniilmektedir,*? 6%

63

Polikistik over sendromlu kadinlar normal kadinlara oranla daha obezdirler.? >
Adipoz dokuda, aktif steroid iiretimi ger¢eklesmekte olup Onemli androjenler
Ostrojenlere (aromataz aktivitesi), Ostradiol Ostrona ve dehidroepiandrostenedion
androstenediole cevrilmektedir. Arastirmalar; artmis viicut kitle indeksi ile kisirlik
insidansinda artis oldugunu gostermektedir. %

2.1.5. PKOS’un Fizyopatolojisi

Olagan menstriiel dongiide menstruasyondan hemen Once ve menstrilasyon
esnasinda Ostrojen, progesteron ve inhibinin negatif geribildirimi biter ve ardindan
hipofizden FSH salimmi artar. Bu artma folikiiler gelisim ve steroidogenez igin
mecburidir. Folikilin gelismesiyle folikiil iginde meydana gelen otokrin-parakrin
etkenler FSH’ya olan folikiiller duyarliligi siirdiiriir.®® Bu da folikiilin mikro
¢evresindeki androjenik iistlinliigiin 6strojenik tstiinliige doniismesini saglar. Aktivin ile
FSH’nin beraber etki gostermesi, yumurtlama ve luteinizasyon ig¢in mecburi olan,
granuloza hiicreleri {izerinde bulunan luteinizan hormon reseptorlerinin ortaya
¢ikmasina neden olur. Serum ostradiol (E2) diizeyinin birden yiikselmesi ovulasyonu
tetikler.%> % Hipofizin 6n lobu ve biiyiik ihtimalle hipotalamus iizerinde olusturulan bir
pozitif geribildirim ile dongii ortasinda luteinlestirici hormon salinimi, yumurtanin
atilmas1 ve korpus luteumun meydana gelmesi saglanir. Ovulasyon ile birlikte 6stradiol
seviyesinde ikinci bir yiikselme ve progesteronun artmasi ile beraber diisiik LH ve FSH
seviyeleri ile 14 giinliik luteal faz meydana gelir. Korpus luteumun islevini kaybetmesi
ile hormon seviyeleri diiser, folikiil uyarict hormon yiikselmeye baslar ve yeni bir dongii

baslar.%®



Polikistik over sendromunun fizyopatolojisi hakkinda literatiirde bilgi olmasina
ragmen etyolojisi heniiz aydinlatilamamistir. Zamanla bir¢ok bilim adami sendromun
kendi bilesenlerine ek olarak metabolik, néroendokrin ve adrenal bez anormalliklerinin
de eslik ettigini ispatlanmig fakat PKOS’ta altta yatan patofizyolojik mekanizma heniiz
tam olarak agiklanamamuistir. Polikistik over sendromu birkag¢ sistemin c¢alismasindaki
kusurlarin sinerjik etkisi ile meydana gelen, ¢ok etkenli bir hastalik olarak diigiiniilebilir.
Bu patogenezdeki olaylar hipotalamo-hipofizer disfonksiyon, egzajere adrenars, insiilin
direnci, obezite, genetik faktdrler ve over patolojisidir.3 34 67-6

2.1.5.1. Hipotalamo-Hipofizer Disfonksiyon

Menstrual dongiiniin  gerceklesmesi i¢in hipotalamik arkuat ¢ekirdekten
gonadotropin salgilatict hormonun (GnRH) diizenli araliklarla salinimi gerekir. Bu
hormon o6n hipofizden gonadotropin (LH ve FSH) salgilair. FSH ve LH
yumurtaliklarda dstrojen ve progestron dongiisiinii diizenler.’® * Luteinlestirici hormon
salimimi folikiillerdeki teka hiicrelerinden androjen onciillerinin salinimint saglar. FSH
tarafindan uyarilan graniiloza hiicreleri aromotaz etkisi ile bu androjen Onciillerini
ostrojene doniistiiriir. Ostrojen miktarmin yiikselmesi bir folikiiliin olgunlagsmasini
baslatir, daha sonra negatif geribildirim mekanizmasini ¢alistirir ve FSH baskilanr.”? 72
Polikistik over sendromlu kadinlardaki anovulasyonda, gonadotropin salgilanmasinda
bozukluk vardir. Siirekli yiiksek seviyelerdeki serbest Ostrojen dogrudan gonadotropin
tiretimine etki ederek GnRH’1in kendi GnRH reseptorlerini sayica ¢ogaltarak hipofizer
duyarliligi arttirabilir. Gonadotropin salgilatict hormonun diizenli salinimindaki
degisiklikler, FSH’ya oranla LH’nin baskin iiretilmesine sebep olur. "* ™ Luteinlestirici
hormon, yumurtaliklarda androjen iiretimini uyarirken, goreceli FSH disiikligi
graniiloza hiicrelerinde aromataz enziminin uygun bir sekilde uyarilmasini engeller ve

5-alfa-rediiktaz yolagmin baglatilmasina sebep olur. Dolayistyla androjenin etkin



dstrojen olan odstradiole doniismesi azalir.”* Yiiksek serum androjenleri (6zellikle
androstenedion), periferde Ostrojenlere, oncelikle Ostrona, doniisiir. Bu sekilde yani 5-
alfa-rediiktaz yolagmin sonunda olusan Ostrojen, FSH’y1 yeterince baskilayamaz ve
folikiillerin gelisimi devam eder.”* Fakat saglikli olmayan gelisim siireci yiiziinden
folikiiller 2-5 mm ¢apinda kalirlar ve kistik yapilar1 olustururlar.*® ™ 7® Ostrojenin bu
sekildeki dontisimii  Oncelikle yag dokusunun stromal hiicrelerinde meydana
geldiginden oOstrojen {iretimi PKOS’lu obez kadinlarda daha sik goriiliir. Yiiksek
Ostrojen seviyesi, hipotalamus ve hipofizin kronik negatif geri bildirimi ile sonuglanip
gonadotropin salinim hizinda ve miktarinda degisiklige sebep olmaktadir. Goreceli LH
yiiksekligi teka hiicrelerinde androstenedion basta olmak iizere androjen yapimini
arttirir. Neticede daha fazla androstenedion periferal dokularda testosterona doniisiir.’”
78

2.1.5.2. Egzajere Adrenars

Polikistik over sendromu sadece peripubertal asir1 adrenars ve fizyojik insiilin
direnci beraber goriiliince meydana gelir. Patolojik mekanizmanin pubertede baglamasi
onemlidir. Asirt adrenars teorisine gore PKOS’a yakalanmaya aday olan ergenler
adrenars1 abartili yasarlar. Bu kisilerde biitiin androjenik hormonlarin seviyesi yiikselir.
Yiiksek adrenal androjenler periferde Ostrojene ¢evrilip hipofizin GnRH hassasiyetini
artirip luteinlestirici hormon salinmasini artirir,”982

2.1.5.3. Insiilin Direnci

Insiilin direnci, mevcut insiilin miktarna karsihk azalmis glukoz cevabi olarak
tamimlanir. Insiilin direnci ve artmis LH seviyesi PKOS’ ta sik goriiliir. Polikistik over
sendromlu kadinlarda, olmayanlara kiyasla daha yiiksek derecede insiilin direnci ve
buna bagl gelisen hiperinsiilinemi goriilmektedir.'> ”® Bu hastalarin %50’sinde insiilin

baglanmasi, insiilin reseptorlerinin otofosforilasyonu ile glukoz taginmasinda aksama
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olmaktadir. Insiilin, yumurtaliklarda insiilin reseptoriinii ve insiilin benzeri biiyiime
faktorii (IGF) reseptoriinii aktiflestirerek gonadotropin salinmasini etkiler. Artmis
insiilin saliim1 IGF-1 inhibe edici insiilin benzeri baglaci protein 11 (IGFBP-1) inhibe
eder ve boylece IGF-1 sentezinin artmasina neden olur. IGF-1 artist LH seviyesini
artirarak serbest testosteron salgilanmasmi uyarir.8% 8 Yiiksek doz insiilin salinmasi
karacigerde seks hormonu baglayict globiilin (SHBG) seviyesini diisiiriir. Bu diisiis
serbest testosteron seviyesini yiikselterek, adrenal bezden ve overlerdeki teka
hiicrelerinden androjen sentezini arttirmaktadir.82-88

2.1.5.4. Obezite

Obezitenin sebep oldugu degisiklikler:

- Periferal aromatizasyon ile androjenlerin Ostrojenlere doniismesini artirir.

- Seks hormonu baglayici globiilin yapimi azalir, dolayisisyla serbest ostradiol ve
testosteron seviyelerini ytikseltir.

- Insiilin direncine neden olarak ovaryan androjen yapimini artirir.*?

2.1.5.5. PKOS Genetigi

Polikistik over sendromunun olusmasinda rol oynayan genler heniiz
tanimlanmamis olmasina ragmen, yapilan arastirmalara gore PKOS’un otozomal
dominant kalitildig1 diistiniilir ancak PKOS gelisiminde tek bir genden ¢ok multigenik
ozellik rol oynamaktadir.®

2.1.5.6. Over Patolojisi

Polikistik over sendromlu hastalarda ovulasyonun gerceklesmemesi ve buna
bagli olarak korpus luteum olusamamasindan dolay1r progesteron seviyeleri diisiiktiir.
Diisiik progesteron seviyeleri hipofiz hormonu salinim amplitiidii ve frekansinin
artigina, LH salmmminda artisa, FSH salinnminda baskilanmaya sebep olur.> Artan

LH/FSH oran1 yumurtaliklarda LH reseptorlerine sahip teka hiicrelerinde androjen
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tiretimini artirken, FSH reseptorlerine sahip graniiloza hiicrelerinde mitozun durmasina
ve apopitoza neden olur.® Ayrica, over igerisinde artan androjenler normal folikiil
gelisimin yavaslamasina veya duraksamasina sebep oldugu igin biiyiiyiip g¢atlamasi
gereken folikiiller, overlerde catlamadan milimetrik kistler halinde kalir. Bu siirecin
aylik olarak tekrarlanmasi halinde overlerde kistlerin sayist artar. Bu hormanal kisir
dongii kronik anovulasyonun devam etmesinin temel nedenlerinden biridir.”” %
Polikistik over sendromlu overlerde folikiillerin gelisme evrelerindeki
degisiklikler sebebi ile kortekste icleri folikiil sivist ile dolu ¢ok fazla kistik yap1
mevcuttur. Overlerde kistik yapilar sebebi ile korteks hacmi genisler, tunica albugenea
ise kalinlasir.!? 13 78 92 Kistik folikiil yapisinin belirlenmesi biraz zorludur. Ciinkii
Kistlerin ozellikleri literatiirde yer alan ¢aligmalarda ayri ayri tanimlanmistir, ancak
karakteristik 6zellikleri her tanimlamada vardir. Kistik yapilar olgun folikiile gore ¢ok
ince bir graniiloza tabakasma sahiptir ve teka tabakalar1 epeyce kalindir.!® *® Buna ek
olarak folikiil sivist iginde makrofajlar ve doku kalintilari bulunurken bazi kistik
folikiillerin duvarlarinda gelismis damarsal yapilar ve luteinize hiicreler de
goriilebilir, 12 13.78.92.94
Polikistik over sendromlu overler elektron mikroskobu ile incelendiginde zona
pellusida kalinligi, kaba endoplazmik retikulum ag1 ve mitokondrionlar iizerine etkileri
oldugu goriiliir. Caligmalar PKOS’lu bireylere ait overlerin daha genislemis bir
endoplasmik retikulumlari oldugunu, dahasi bu organellerde yer yer kirilmalar
oldugunu ortaya ¢ikarmustir.® % % Polikistik over sendromunda stromal hiicrelerin
sitoplazmalarinin genislemesinin yani sira mitokondrilerde de genisleme meydana
gelmekte, hasarli ve kirik krista yapilar1 dikkat ¢ekmektedir. Sik rastlananmasa da

sitoplazmada yag damlaciklar1 ve yapis1 bozulmus vakuoller de goriilebilmektedir.®’
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Polikistik over sendromunda artan LH/FSH ve androjenlerin kronik
anovulasyona yol agtig1 bilinmekle beraber bu siireci hangi mekanizmalarin baslatig
tam olarak aydinlatilamamistir. Bu patofizyolojik siirecin baslangict ile ilgili 6ne
stiriilen mekanizmalarin baglicalari; hiperinsiilinemiye bagli teka hiicrelerinde androjen
tiretiminin artigl, overlerde diisiik yogunluklu kronik inflamasyon ve reaktif oksijen
tiirlerinin artmasi, folikiiler hiicrelerde azalan ATP iiretimi, folikiiler hiicrelerde artan
apoptotik hiicre dliimiidiir.1%1? 14 % By mekanizmalarin ¢ogunlukla graniiloza ve teka
hiicrelerindeki mitokondrilerin islevleri ile iliskili olma ihtimali PKOS ile ilgili
arastirmalarda mitokondriyal stresin 6nemini artirmistir.

2.2. Mitokondriyon

Mitokondri tiim Okaryotik hiicrelerde bulunan, dinamik, semiotonom bir
organeldir. Endosimbiyotik kurama gore a-probakterinin pre-6karyotik hiicrelerin igine
girmesiyle olusan bu kimerik yapi, molekiiler oksijeni kullanabilir hale getirerek
hiicreye enerji saglamaya baslamis ve karsiliginda da korunakli bir ortamda hazir
besinlerden yararlanmis ve zaman iginde mitokondriye déniismiistiir.%% 190

Cift kath zar1 olan mitokondriler endosimbiyotik kokenli olduklart igin
kendilerine ait mitokondriyal DNA’ya (mtDNA) sahiptirler.!® 1 Hiicrelerdeki ATP
tiretiminin biyiik bir boliimii burada iiretildigi i¢in hiicrenin enerji merkezidirler. Buna
ilaveten hiicre i¢i kalsiyum (Ca'®) ve demir homeostazi, redoks sinyalizasyonu,
aminoasit ve lipit metabolizmasi, apoptoz, mitokondriyal kalittm ve dogustan gelen
bagisikligin diizenlenmesinde rol almaktadirlar, 0 103
2.2.1. Mitokondriyonun Yapi ve Ozellikleri

Mitokondriyon; mitokondriyal dig zar, zarlar aras1 bosluk, mitokondriyal i¢ zar

ve matriks olmak iizere dort ana kisimdan meydana gelmektedir.®
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Mitokondriyal dis zar; Ozellesmis tasima proteinlerinden olusur. Kiigiik
molekiiller i¢in gegirgendir ve zarlar arasi bosluk bu molekiillerin gecisine engel olmaz.
Bu zarda KREBS ¢emberinde katalizor olan monoamin oksidaz, sitokrom-c reduktaz
enzimleri, fosfolipid ve fosforik asit sentezi i¢in gereken birgok enzim bulunur, 0 105

Mitokondriyal i¢ zar; kendi i¢inde kivrimlasarak kristayr olusturur ve segici
gecirgen bir yapidadir. Elektron tasima zinciri enzimleri ve oksidatif fosforilasyona ait
enzimler burada bulunmaktadir. Bunun yani sira ADP ve Pi, ATP, piruvat, malat,
stiksinat, sitrat ve a-ketoglutarat gibi maddeler igin tasima sistemi de yine i¢ zarda yer
almaktadur.106-108

Matriks; jel kivaminda olup i¢inde erimis ¢esitli enzimler yer almaktadir. Bu
enzimler, i¢ membranda yerlesmis oksidatif enzimlerle isbirligi iginde besinlerin CO ve
H2O¢ya cevrilmesini ve sonugta ATP’nin olusmasimi gerceklestirir. I¢ zara bagli olan
matrikste trikarboksilik asit dongiisii ve yag asitlerinin -oksidasyonunda rol oynayan
enzimler yer almaktadir. Matrikste mitokondrinin kendine ait halkasal DNA’si
bulunmakta ve mitokondrinin cogalmasinda rol almaktadir.%® 10°

Mitokondrinin kendi genomu olmasma ragmen, neredeyse 1500 tane
mitokondriyal proteinden yalniz 13’4 mtDNA tarafindan kodlanmaktadir. Boylece
sentezlenen bu proteinler elektron tagima sisteminde oksidatif fosforilasyon solunum
kompleksleri I, 111, IV ve ATP sentazda kullaniimaktadirlar. Gorevli diger proteinler ise
niikleer genom tarafindan kodlanarak sitozolde sentezlenmelerini takiben ‘translocase
of the outer membrane’ (TOM) ve ‘translocase of the inner membrane’ (TIM)
kompleksleri ile mitokondriye tasinmaktadirlar.% 110

Mitokondride gorevli onciil proteinlerde mitokondriyal giris sinyal dizileri yer

almaktadir. Bu diziler N-terminal ucunda, pozitif yiiklii amfipatik a- sarmal yapidadir

ve cogunlukla kanaldan gectikten sonra mitokondriyal proteazlar ve peptidazlar ile
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kesilmektedirler.!*t 112 “Translocase of the outer membrane’ (TOM) kompleksi coklu
alt birime sahip olup mitokondriyal proteinlerin gegisi i¢in reseptor ve gegis kapisi
olarak gorevlidir. Mitokondriyal proteinlerin kanallardan gegebilmesi i¢in katlanmamis
olmasi gerekmektedir. Proteinler TOM kanallarindan gegtikten sonra gorev alacaklari
bolgeye gotiriilmektedirler. Dis zarin Onciil proteinleri “sorting and assembly
machinery” (SAM) bilesigine yerlesir. Bu bilesik bazen TOM bilesigi ile eslesmis
olarak gorev yapmaktadir. Bazi dis zar proteinleri ise zara yerlesmek igin TOM ile
birlikte  “mitochondrial  intertase of the outher membrane”  bilesigini
kullanmaktadirlar.}®® Zarlar arasindaki alanda gérev yapan birgok protein ise protein
tasinimi ve oksidatif katlanmanin kombine oldugu “mitochondrial import and
assembly” yolagi ile tasmirlar. I¢ zarda gérevli proteinler ise i¢ zar translokazi TIM22
ve TIM23 komplekslerini kullanirlar. TIM22 mitokondriyal metabolitlerin ve ¢ok
gecisli transmembran proteinlerin gecisini diizenler. Matrikse protein taginmasi ise
TIM23  kompleksi ve  “presequence translocase associated motor” ile
gerceklesmektedir. 1%

2.2.2. Mitokondri i¢c Dinamikleri

Mitokondri dinamik bir organeldir ve kendi yasaminin devamliligi, hiicre
biiylimesi, hiicre boliinmesi ve farklilasmasi gibi farkl sartlara uyum saglayabilmek i¢in
stirekli fisyona ve flizyona ugramaktadir. Mitokondrideki fiizyon ve fisyon mitokondri
biitiinliigiiniin korunmasi, mtDNA ve protein kalitesini korumak igin gereklidir.!*3 114

Mitokondri, morfolojik plastisiteye sahip bir organeldir. Hiicrenin metabolik
faaliyetlerine gore yapisini degistiren mitokondri bazen ag yapisinda bazen de tane
seklinde goriilmektedir. Mitokondriyal denge ile hiicre stabilizasyonu ve sag kalimi ise
kiiciik fragmente mitokondriyon ve uzun, birbirine bagli mitokondriyal ag arasindaki

denge ile saglanmaktadir.**®
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Fiizyon ve fisyon arasindaki gegisler yalniz mitokondrinin iglevini siirdiirmesini
saglamakla kalmaz, ayni zamanda hiicresel beslenme ve hiicrenin metabolik
ihtiyaclara cevap olusturur. Ayrica, fiizyon ve fisyondaki farkli morfolojik durumlar
fizyolojik ve fizyopatolojik sartlarla iliskilidir.'®® Fragmante mitokondri (bdliinmiis
mitokondri, fisyona ugramis mitokondri) siklikla mitokondri islevsizligi ile iliskilidir,
¢linkii bu durum yliiksek stres seviyeleri ve hiicre 6limii sirasinda ortaya ¢ikmaktadir.
Bununla beraber mitokondriyal béliinme, hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda da goriiliir
ve mitokondriyal hareket, kalite kontrol ve mtDNA kalitimi i¢in elzemdir. Kaynasmis
bir mitokondriyal ag ise matriks bilesenlerinin dagilimma ve oksidatif fosforilasyon
faaliyetinin uyarilmasina imkan saglamaktadir.*®

Maya ve memeliler iizerinde yapilan bilimsel ¢alismalar yiiksek fiizyon-fisyon
oranina sahip hiicrelerin bir kag¢ tane mitokondri igerdigini ve bu mikondrilerin uzun ve
birbiriyle iligkili oldugunu, diisiik fiizyon-fisyon oranina sahip hiicrelerin ise ¢ok sayida
ve kiiresel ve ya kisa cubuk seklinde mitokondrilere sahip oldugunu gdstermistir.1®

Mitokondriyal fiizyon ve fisyon dengesi, yalniz mitokondrinin zar potansiyelini
degil redoks durumunu, beslenme ve toksisite yiikii gibi hiicre i¢i ve hiicre disi
durumlarla da ilgilidir. Mitokondri, bu stres faktorleri ve flizyon mekanizmasi ile uzun
ags1 mitokondri olusturarak bas eder.'® Fakat stresin siiresi artar ve mitokondriyal hasar
cok olursa, bu durum 6lim icin sinyal olusturur. Mitokondriyal fragmantasyon,
mitokondriyal dis zar gecirgenligi ve sitoplazmaya sitokrom C saliimiyla oSliim
gerceklesir. '’

2.2.3. Mitokondriyal Fisyon

Fragmentasyon veya fisyon mitokondrinin boliinmesi demektir. Mitokondriyal
fisyon; diger hiicre yapilarinin ve birgok proteinin katildigi karmasik bir olaydir. Bu

mekanizmada gorevli proteinler dynamin-iligkili protein 1 (Drpl), mitokondriyal fisyon
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protein 1 (Fisl), mitokondriyal fisyon faktori (Mff) ve mitokondriyal dinamik
proteinleridir (MiD49 ve MiD51).18 118 119 By olaydaki oyunculardan en &nemlisi
DNMIL geninin bir iiriinii olan Drpl proteinidir. Dinamin ailesine ait ve guanozin tri
fosfataz (GTPaz) aktivitesine sahip olan Drpl, fisyonu katalizleyen asil aktor olup
sadece mitokondrinin degil ayni zamanda peroksizomlarin da fiSyonuna aracilik
eder 120-124

Dynamin-iliskili protein 1, sitozolde dagilmis halde bulunur ve fosforilasyon,
defosforilasyon gibi posttranslasyonel modifikasyonlarla aktifleserek aktin ve
mikrotiibiil proteinleri araciligryla mitokondrinin dis zarma tasinir.!?> 2 Dynamin-
iligkili protein 1 mitokondrinin dis zarinda yerini aldiginda mitokondriyona bagli, Drpl
reseptorii denilen dort tane protein ile etkilesir. Bunlar; Mid49 ve Mid51, Fisl ve
Mffdir. Fisl, Drpl’in gorevlendirilmesinde ve fisyon kompleksinin olusumda ana
oyuncudur. 27128

Mitokondriyal boliinme esnasinda Drpl, mitokondriyal dig zar iizerine yerlesir
ve Kesilecek bolgenin iizerinde yiiziige benzer bir yap1 olusturarak zarin
bogumlanmasint saglar. Bu esnada GTP hidrolizi daralmay1 hizlandirarak kopacak
kismi belirler,127-12

Mitokondriyal bilesenlere ilaveten endoplazmik retikulum ve aktin hiicre iskeleti
de mitokondriyal fisyonda gorev alir. Endoplazmik retikulum ve mitokondriyon zarlari
arasinda; kalsiyum (Ca*? ) tasinmasi, apoptotik sinyal ve lipit metabolizmas1 gibi yakin
bir iliski vardir.®®® 33! Bu organellerin aglarmin yakin temaslar1 genis ve genelde
kiimelenmeler halinde olan, zarlar arasinda trafigin ¢ift yonli oldugu yerlerdir.
Endoplazmik retikulum ile mitokondriyon arasindaki temaslar mitokondriyal fisyonda
da kurulmaktadir. Endoplazmik retikulum tiibiillerinin yalnizca mitokondriyon ile temas

kurmayip, etrafina sarilarak mitokondriyonun daralmasina da neden oldugu
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kanitlanmistir.  Endoplazmik  retikulum, tiibiilleri ¢epegevre sararak Drpl'in
mitokondriye alinmasindan énce mitokondriyal tiibiilleri sikilagtrrir. 1% 13!

Dynamin-iliskili protein 1 fisyonda gorev alsa da bu genin asir1 galismasi saglikli
hiicrelerde mitokondriyal yapida ve islevlerde anormalliklere sebep olarak ATP
tiretiminin  inhibisyonuna ve pro-apoptotik sinyallerin aktiflesmesine neden
olmaktadir.**?

2.2.4. Mitokondriyal Fiizyon

Iki veya daha fazla mitokondrinin birleserek biiyiik bir mitokondri olusturmasina
mitokondriyal fiizyon denir. iki bagimsiz i¢ ve dis zarmn uyum igerisinde kaynasmasiyla
meydana gelen karmasik bir olaydir. Mitokondriyal fiizyon mtDNA kaybini 6nleyerek
azami ATP iretimini saglar ve hatali mitokondrilerin igeriginin karigmasini saglayarak
yeni bir mitokondriyal igerik olusturur,!3% 134

Fiizyon ti¢ farkli GTPaz tarafindan katalizlenmektedir: Optik Atrofi 1 (Opal),
Mitofusin 1 (Mfn1) ve Mitofusin 2 (Mfn2)’dir. Mitokondriyal dis zarin kaynasmasindan
sorumlu proteinler Mfnl ve Mfn2’dir. Opal ise i¢teki membranin birlesmesinden
sorumludur. I¢ ve dis zarm flizyonu esasen proteolitik yikim ve ubikiitinasyonla
olmaktadir, 23 135137

Mitofusin 2 endoplazmik retikulumda da bulunmakta ve muhtemelen
endoplazmik retikulumun kontroliinde ¢alisarak mitokondri ile baglanti kurulmasinda
gorev almaktadir.’® Mitofusin 1 ve Mitofusin 2’nin memelilerdeki gérevi farelerde
yapilan hedef mutasyonlarla ortaya cikmistir.!™® Bunlarin yoklugunda mitokondriyal
tiibiil olusumu ve flizyon olay1 gerceklesmemektedir. Tam aksine, bu iki proteinin asir1
tiretimi ise flizyon olusumunu engellemektedir. Birbirlerinin homologu olan bu iki

molekiiliin  herhangi  birinin  eksikliginde digeri filizyon olaymi meydana

getirebilmektedir.!t°
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Mitokondriyal fiizyon {i¢ adimda gerceklesir;

- Iki mitokondriyonun karsilikli tutunmast ,

-Zarlarin kenetlenmesi ve temas ylizeyinin artirilarak zarlar arasi mesafenin
azaltilmasi ve

-Mitokondri dig zarmin GTP hidrolizi sonucu olusan degisikliklerle
birlesmesi.!™®

Mitokondriyal dis zar flizyonu gergeklestiginde mitokondriyal i¢ zar fiizyonu da
gercgeklesir. I¢ zarin fiizyonunda Opal ile baz1 lipit bilesenleri rol oynar. Opal en az iki
kismindan proteolitik kesilmeyle daha kisa ve ¢oziilebilir kirik parcalart meydana
getirir 115

Optik Atrofi 1’in fiizyondaki gorevi disinda baska islevleri de vardir. Bu
gorevler elektron tasima zinciri ve zar potansiyelinin devamlili§i, mtDNA’nin
devamliligi, apoptozun denetimi ve yonetimi ile kristanin sekillenmesidir. Optik Atrofi
1, krista yapilarin1 degistirerek sitokrom C {iretimini saglamaktir ve programlanmisg
hiicre 6liimiinii baslatmaktadir.*'’

Mitokondriler, ¢esitli stres etkenlerinin yiiziinden proteinlerinin, lipitlerinin ve
mtDNA'nin hasarlanmasina yatkindir ve mitokondriyal fiizyon, bu hasar1 azaltmak ya
da yok etmek i¢in organeller arasinda mtDNA ve mitokondriyal igerigin degismesine
imkan saglar. Boylece mitokondriyonun siirekliliginin saglanmasinda fiizyon 6nemlidir.
Fisyon ise islevini kaybetmis mitokondriyi saglikli mitokondriden ayririr ve hasarl
mitokondri otofaji ile ortadan kaldrrilir.*’

2.2.5. PKOS ve Mitokondriyal Stres

Son yillarda PKOS etiyolojisinde mitokondriyal stres Onemli bir arastirma
konusu haline gelmistir. Polikistik overlerin folikiilleri anormal mitokondriyal islev,

yap1 ve gen ekspresyonu gosterirler. Islevsel mitokondriyal bozukluklarin, ¢ok sayida
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hastaligin bir faktorii olarak kabul edilmesi, anormal mitokondriyal belirteglerin PKOS
ile iliskili oldugu varsayimina yol agmistir.2% 13

Polikistik over sendromunun fizyopatolojisi ile ilgili One siiriilen
mekanizmalardan biri hiperinsiilinemi sonucu teka hiicrelerinde meydana gelen
androjen {iretiminin artmasi, overlerde hafif kronik inflamasyon ve serbest oksijen
radikallerinin artmasi, folikiiler hiicrelerde ATP firetiminin azalmasi1 ve folikiiler
hiicrelerde artan apopitotik hiicre 6liimleridir. Bu mekanizmalarin ¢ogunlukla graniiloza
ve teka hiicrelerindeki mitokondrilerin  fonksiyonlariyla iligkili olabilecegi
diistiniilmektedir.10-1? 14 98

Salehi ve arkadaslari mitokondriyal dinamiklerinin diizensizliginin hayvanlarda
olusturulmus bir PKOS modelinde graniiloza hiicrelerinde otofajiye neden oldugunu

kanitlanmistir. 140

Ayn1 zamanda mitokondriyal fisyonda diizensizlik graniiloza
hiicrelerinde mitofaji ve otofajik hiicre 6limiinii ve PKOS'ta folikiiler biiylime durmasi
ile iliskili oldugu da bildirilmistir.4!

Mitokondriyal gen ve fonksiyon bozukluklarinin PKOS patogenezindeki rolii
aragtirtlmis ve anormal mtDNA kopyast sayisinin PKOS patogenezinde rol
oynayabilecegi diisiiniilmiistiir.}4 139

2.3. Sirtuinler

Mitokondriyal stres tehdidini oOnlemeyi amaglayan stratejiler arayisinda,
sirtuinlerin olas1 bir rolii ortaya ¢ikmistir. Sirtuinler (SIRT1-7), proteinlerin translasyon
sonrasi modifikasyonlarini katalize eden bir NAD* bagimli deasetilaz ya da mono-
ADP-ribozil-transferaz enzimi ailesidir. Sirtuinler, tip III histon deasetilazlarin iginde
siniflandirihirlar ve katalitik aktiviteleri i¢in NAD" kofaktoriine ihtiyag duymalariyla

geleneksel tip III histon deasetilazlardan islevsel olarak farklilk gosterirler.}#?

Sirtuinlerin etki ettigi mekanizmalarin basinda gen ifadesinin diizenlenmesi gelir. Bunu
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histonlarin deasetilasyonunu saglayarak kromatinin yogunlagmasini (heterokromatin) ve
boylece gen ifadesinin baskilanmasini saglayarak yaparlar. Bununla birlikte, Sirtuinlerin
(SIRT1-7) histon dis1 deasetilasyon tepkimelerine katildigi da tespit edilmistir.!*®
Sirtuinler deasetilaz tepkimelerinde, substrattan asetil grubunun koparilarak NAD"’in
ADP-riboz kismina aktarimini katalizler. Tepkime, nikotinamid ve 2’-O-asetil-ADP-
riboz olusumu ile sonuglanir. Sirtuinler bu gorevlerin haricinde metabolik zorluklara,
inflamatuar sinyallere, hipoksik ve oksidatif strese kars1 hiicreyi koruyucu sekilde cevap
verirler.1*31% Bunlar arasinda kilit rol SIRT1 tarafindan oynanur.

2.3.1. Sirtuinl (SIRT1)

Enerji metabolizmasinin bir diizenleyicisi olan Silent Information Regulator 1
(SIRT1) en ¢ok arastirillan ve hakkinda ¢ok sey bilinen sirtuin gesididir. Pankreas,
karaciger, kas, over, testis ve yag dokuda bulunmustur. Sirtuin 1’in biiyikk kismi
hiicrenin ¢ekirdeginde bulunur ve okromatinle birlesmis haldedir, diger bir kismi ise
sitoplazmada bulunur.4®

Sirtuin 1’in oksidatif stres, inflamasyon ve mitokondriyal islevlere etkisi ile
cesitli hastaliklarin gelisimine sebep olabilecegi gibi, hiicresel yaglanma ile de baglantili
olabilecegi gosterilmistir.® Sirtuin 1’in etki ettigi baska bir mekanizma ise apoptoz ve
hiicre sag kalimidir. Sirtuin 1 DNA onarimi, oksidatif stres direnci ve inflamasyon gibi
farkl1 hiicresel olaylar1 etkileyerek hiicrenin hayatta kalmasini saglar. Metabolik
homeostaz SIRT1 aracil1 deasetilasyon ile kontrol edilir.!4

Sirtuinlerin enerji metabolizmas1 ve mitokondriyal oksidatif savunmadaki
gorevleri ele alindiginda SIRT1’in gorevleri oldukg¢a fazladir. Sirtuin 1 nitrik oksit (NO)
iretimini, insiilin/IGF-1(insulin Growth Factor-1) yolagini, FOXO (forkhead box) geni
alt gruplarmi diizenler ve antioksidan enzimlerin iiretilmesini artirir. 142 144 148,149 Gjrpyjin

1, mitokondrial gen ekspresyonu igin dnemli bir transkiripsiyon faktorii olan PGC-1
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alfa'y1 (peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha)
deasetilatlar ve aktive eder, bdylece mitokondriyal biyogenezi uyarir. Diger sirtuinlere
gore SIRT1’in deasetilasyon aktivitesi daha giicliidiir.148-150

Sirtuin 1’in asir1 dretimi, endoplazmik retikulum stresini azaltarak ve ribozom
kalite kontroliinii arttirarak sitotoksik durumlara karsi hiicreyi korur ve yasamin
uzamasinda anahtar rol oynar. 1! Sirtuin deasetilaz faaliyetinin esansiyel substrat1 olan
NAD" diizeylerindeki diisiis mitokondri hasari ile baglantilidir. Béylece, NAD* bagimli
SIRT1 faaliyetindeki diisme otofaji-lizozom islevini aksatarak — mitokondri
homeostazinda degisiklige ve hasarli mitokondri sayisinin artmasma sebep
olmaktadir.? 14

Nikotinamid adenin dintikleotit aracili SIRT1 aktivasyonu fosforilasyonu
baskilayarak ve defosforilasyonu hizlandirarak Drpl'in aktivasyonu ile mitokondriyal
fisyonu kolaylastirir. Sirtuin 1'in Drpl aktivasyonunu ve dolayisiyla mitokondri
pargalanmasini aktive ettigi yapilan calismalarla ortaya ¢ikmustir.’®  Sirtuin 1; PGC-
lo’nin aktivitesini arttirmak, mitokondriyal biyogenezi tesvik etmek ve mitokondriyal
islevi siirdirmek i¢in PGC-la ile etkilesime girer ve PGC-la’y1 deasetilasyona
ugratir. 146

2.4. Nikontinamid Mononiikleotid

Nikotinamid =~ Mononiikleotid (NMN) veya  Nikotinamid-1-ium-1-B-D-
ribofuranoside 5'-fosfat) NAD* biyosentetik yolundaki hiz smnirlayici enzim olan
nikotinamid fosforibosiltransferaz (NAMPT) tarafindan B3 vitamininin bir amid sekli
olan nikotinamidden ve 5'-fosforibosil-pirofosfattan sentezlenir.?? 15315 Nikotinamid
mononiikleotit heniiz diyet bilesenlerinde bulunmamistir ve serumda varlig

tartismalidir. Nikotinamid mononiikleotit, bir fosfat grubu ile riboz ve nikotinamid
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iceren bir niikleosit arasindaki reaksiyonla dogal olarak olusan bir biyoaktif niikleotid
tiiriidiir.?> ¥

Insan hiicrelerinde NMN, hiicresel enerji kaynagi olarak mevcuttur. Kisa bir siire
once, bu molekiil yalnizca nikotinamid adenin diniikleotid (NAD™) biyosentezinde bir
ara iriin olarak biliniyordu.?®® 8 Nikotinamid adenin diniikleotitin bu biyosentetik
islemi sirasinda NMN, NAD"a enzimatik doniisiime yardimci olan niikleer kaynakli
nikotinamid mononiikleotid adenililtransferaz 1 veya NMNAT1 ve mitokondriyal
kokenli NMNAT3 gibi enzimler icin &nemli bir substrat gorevi goriir. °%161
Nikotinamid adenin diniikleotitin faydali etkilerinin SIRT1'e baghh oldugu
gdsterilmisgtir,160-163

2.5. Nikotinamid Ribozid

Nikotinamid ribozid dogal olarak siitte bulunan B3 vitamini metabolitidir.
Nikotinamid ribozid nikotinamid ribozid kinazlar tarafindan NMN'ye fosforile veya
metabolize edilen, yakin zamanda tanimlanmis bir NAD* 6nciisiidiir.?” 42 Nikotinamid
ribozid takviyesi, mayada ve farelerde yasam siiresini uzatir ve farelerde yiiksek yagl
diyete bagli metabolik komplikasyonlar1 iyilestirir. Nikotinamid ribozidin son
zamanlarda farelerde NAD" i¢gin tercih edilen, oral yoldan temin edilebilen hepatik
prekiirsor oldugu ve tek oral dozlarda insan NAD™* metabolizmasini giivenli bir sekilde
arttirdign gosterilmistir, 28 164-167

Nikotinamid ribozidin NAD"'ya dontisimii, NR kinazlar tarafindan NR'nin
NMN'ye fosforilasyonuyla baglatilir. Nikotinamid ribozid, NAD" sentezini ve sirtuin
aktivitesini artirir. 2% 27 164165 Njkotinamid ribozid mitokondriyal olarak tercih edilen

bir NAD" onciistidiir ve NR'nin in vivo aktiviteleri, mitokondriyal sirtuin aktivitelerine

bagl olarak yorumlanmistir. Nikotinamid ribozid, sirtuini aktiflestirir ve performansini
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artirir.?® 2 Nikotinamid ribozidin bir dizi ¢alismada mitokondriyal saghig onemli

dlciide iyilestirdigi gosterilmistir.25 16°
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hayvan Etik Kurul Onay1

“Nikotinamid mononiikleotid (NMN) ve nikotiamid ribozid (NR) ile
mitokondriyal stres inhibisyonunun dehidroepiandrosteron (DHEA) ile indiiklenmis
polikistik over sendromlu ratlarda anovulasyon {izerine etkilerinin aragtirilmasi” adli bu
calismanin, etik kurallara uygunlugu, Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 01.04.2019 tarihli 4. toplantisinin 81 nolu karari ile belirlenmistir.

3.2. Deney Hayvanlarinin Temini ve Bakim

Arastirmada, Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezinden alinan, agirliklar1 58-92 gram araliginda olan 21 giinlik 20 adet disi
Sprague Dawley 1rki sicanlar kullanildi. Deney bitimine kadar hayvanlara yeterli icme
suyu ve standart sigan yemi verildi, 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik ve 22°C ortam
sicakligi ile %45-50 nem orani olan laboratuvarda olagan yasamlar: devam ettirildi.

3.3. Deney Gruplan

Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezinden alman 20
adet sigan, her grupta 5 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi.

Gruplar soyle olusturuldu;

Grup 1: Kontrol

Grup 2: PKOS

Grup 3: PKOS + NMN

Grup 4: PKOS + NR

3.4. Polikistik Over Modeli

Siganlarin agirliklart PKOS modeli olusturulmadan once 6lgiildii. Kontrol grubu
disindaki gruplara 20 gilin siiresince Dehidroepiandrosteron (6mg/100 gr viicut

agirh@/0.2 cc susam yagi) deri alti enjeksiyonu ile verildi. Dehidroepiandrosteron
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verildikten sonra 10. giin, 20. giin, 30. giin ve deney bitiminde siganlar tekrar tartildi.
21. giinden itibaren, PKOS modelinin olusup olusmadigini tespit etmek igin
hayvanlardan giinliik vajinal smear alindi, 6strus dongiileri takip edildi ve diizensiz
dongiisii olanlar PKOS modeli pozitif olarak degerlendirildi.

3.5. fla¢ Uygulama Prosediirii

Kontrol grubuna 0.2 ml susam yagi subkutan seklinde 20 giin boyunca yapildu.
PKOS modeli olusturulan 3. gruba 17 giin boyunca PBS’de eritilmis 500 mg/kg NMN
intraperitoneal olarak, 4. gruba 7 giin boyunca NR 200 mg/kg dozunda oral olarak
uygulandi.

3.6. Sicanlarda Vajinal Smear Degerlendirilmesi

Pamuklu cubuk ile vajinal smear alindiktan sonra lam iizerine yayma yapilip
kurutuldu. %70°lik etanol ile tespitlenen vajinal yayma O&rnekleri 10 dakika
hematoksilen ile boyanarak distile sudan gegirilip entellan ile kapatildi. Ardindan Nikon
Eclipse E600 marka 1sik mikroskobu ile kornifiye hiicrelerin, epitel hiicrelerin,
l6kositlerin ve mukusun varligi incelenip hayvanlarin dstrus dongiisii degerlendirildi.

3.7. Deneyin Sonlandiriimasi

[lag uygulamalar1 bittikten sonra (38. Giinde) otenazi edildi. Her sicanin kan
ornegi alindi, sag overleri histopatolojik incelemeler igin %10 formalin igerisine
konuldu, sol overleri ise molekiiler incelemeler i¢in —80 ° C buzdolabinda saklandi.

3.8. FSH ve LH ELISA Ol¢iim Basamaklar

Folikiil uyarict hormon ve luteinlestirici hormon 6l¢timii, siganlara 6zel ELISA
kitinin (Elabscience, 96 kuyu, FSH kit Cat. No: E-EL-R0391 ve LH kitCat. No: E-EL-
R0026) protokoliine gore yapildi. Her bir sicana ait 100 pL serum 6rnegi ve standart,
kitin igerisinde bulunan 96-kuyucuklu hazir plaka igerisinde bulunan bir adet kuyucuga

konuldu ve 37°C'de 90 dakika inkiibe edildi. Kuyucuklara konulan serumlar kit
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protokoliine gore isleme tabi tutuldu. Buna goére her kuyuya 100uL Biotinylated
Detection Ab g¢alisma soliisyonu eklendi. 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi. Plaka aspire
edildi ve 3 kez yikandi. 100pL HRP konjugat calisma soliisyonu eklendi. 37°C'de 30
dakika inkiibe edildi. Plaka aspire edilip ve 5 kez yikandi. 90uL Substrat Reaktifi
eklendi. 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi. 50uL durdurma soliisyonu eklendi. Sonra her
bir kuyucugun absorbanst 450 nm’de Ol¢iildii. Kit protokoliine gore standart grafik
hazirlanarak her bir serum oOrneginde bulunan FSH konsantrasyonu ng/ml ve LH
konsantrasyonu mlU/ml olarak hesaplandi. Sonuglar IU/L’ye ¢evrildi.

3.9. Leica TP 1050 Doku Takibi Cihaz1 Basamaklari

Doku takibi yar1 otomatik cihazda (Leica TP 1050, Cin) yapildi. Cihazin ¢alisma
basamaklart:
. Distile su ile yikama
. %10’luk tamponlanmis formalin (1 h 15 dk)
. %70’lik alkol (1 h), % 80°lik alkol (1 h)
. % 90’lik alkol (1 h)
. Saf alkol (1 h)
. Saf alkol (1 h 15 dk)
. Ksilol (1 h)
. Ksilol (1 h)
. Ksilol (1 h 20 dk)
. Parafin (1 h)
. Parafin (1 h)
. Parafin (1 h 30 dk)
Cihaz formalin, alkol ve ksilen asamalarinda 40 °C’de, parafin asamasinda ise 65 °C’de

calismaktadir. Takibin ardindan dokular, manuel olarak erimis parafin ile bloklanip +4
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OC sogutuldu, Leica RM 2145 mikrotom ile beser mikron kalmliginda altisar kesit
alindi. Bu 6 kesitin 3 tanesi normal lama hematoksilen eozin boyama igin, 3 tanesi de
pozitif sarjli lamlara immiinohistokimyasal iglemler i¢in alind1.

3.10. Hematoksilen ve Eozin Boyama Prosediirii
Dokular etiivde 60 dakika boyunca deparafinize edildi. Etiivden alinan dokular

asagidaki asamalardan gegirildi:

Xylen (seffaflastirma amaci ile) 30 dakika
. Xylen (seffaflastirma amaci ile) 30 dakika
. %2100 Etil alkol 10 dakika

. %96 Etil alkol 10 dakika

. %80 Etil alkol 10 dakika

. %70 Etil alkol 10 dakika

. Distile suya batirip ¢ikarma
. Hematoksilen 3 dakika

. Akarsu yikanma

. Asit -alkole batirip ¢ikarma

. Amonyak 1-2 saniye

. Musluk suyunda yikama
. Eozin 10 saniye

. %70 Etil alkol 10 dakika
. %80 Etil alkol 10 dakika
. %396 Etil alkol 10 dakika
. %100 Etil alkol 10 dakika
. Xylen 10 dakika

. Kapatma; Xylen den almman lamlar iizerine entellan yapistirma balzami
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damlatildi. Hava kabarcig1 birakilmayacak sekilde lamellerle kapatildi.

3.11. Folikiil Sayim Yontemi
Siganlarin overlerinin ortasindan alinan kesitler Hematoksilen-Eosin ile boyandiktan
sonra antral folikiill ve kistik yapilarin kiyaslamast yapildi. Over folikiillerinin

smiflandirilmas1 Uziimcii ve arkadaslarinin yaptig: siniflamaya gére gergeklestirildi.'®®

Tablo 3.1. Over folikiillerinin siniflandirilmasi

Primordiyal Sekonder Preantral Antral folikiil
Folikiil folikiil Primer folikiil folikiil folikiil
Oosit Primer oosit Primer oosit Primer oosit  Primer oosit Primer oosit
Oositi Tek kath yass1 Tek kath iki ya Iki ya da iic Ug¢ katin daha Cok katli
cevreleyen  pregranuloza da daha fazla katli  kiibik fazla granulaza granulaza
folikiil epitel hiicreleri ve en sayida kiibik granulaza hiicreleri, antrum hiicreleri  ve
hiicreler fazla bir tane kiibik granaluza hiicreleri sekillenmemis ya antrum

granuloza hiicresi hiicreler da granulaza sekillenmis

icerenler hiicreleri

arasinda  kiigiik

araliklar olusmus

3.12. Gen Ekspresyon Seviyesinin Real-Time PCR ile Belirlenmesi

3.12.1. Doku Orneklerinden Total RNA izolasyonu

Sican over dokularindan cDNA kiitiipanesi hazirlamak icin mRNA izolasyonu
Total RNA izolasyon Kiti (Roche, Germany) protokoliine gére yapildi. Doku érnekleri
yeterli miktarda 1.5 ml ependorf tiiplere alindiktan sonra her bir tiipe kit igerisinde
bulunan pargalama ¢ozeltisi eklendi. Cozelti icerisinde dokular homojenizator ile buz
icerisinde homojenize edildikten sonra kit protokoliine gore total RNA izolasyonu
yapildi. izolasyon siiresi boyunca islemler buzda yapildi. RNA’lar cDNA izolasyonuna
kadar -80 °C’de muhafaza edildi.
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3.12.2. Total RNA’nmin Spektroskopik Olarak Yogunlugunun Olciilmesi ve
Safliginin Kontrolii

RNA’nin miktarini ve safligin1 belirlemek i¢in Thermo Cihazi kullanildi. Cihaz
tarafindan verilen 260/280 saflik oranlari ve konsantrasyon degerleri goz oOniinde
bulundurularak cDNA sentezine gegildi.

3.12.3. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Komplementer DNA sentezi cDNA Sentez Kiti (Applied Biosystems, USA)
protokoliine gore yapildi. RNA oOrneklerinden 10’ar pul PCR tiiplerine alindi. Kit
protokoliine gore her bir RNA 6rnegi i¢in reaksiyon kuruldu. Tiim islemler buzda
yapildi. Termal dongiilii PCR cihazinda RNA 6rnekleri komlementer DNA’ya ¢evrildi.

3.12.3. Es Zamanh Quantitatif PCR (RT-qPCR) ile Gen Ekspresyonlarinin
Analizi

Sentezlenen cDNA 6rnekleri kullanilarak her bir 6rnegin Drpl, Mfnl ve Mfn2
rat genlerinin expresyon diizeyleri 6l¢lildii. Kontrol geni olarak B-aktin geni kullanildi.
Genlerin expresyon diizeyleri her bir genin Tagman Prob kiti (Applied Biosystem,
USA) protokoliine gore ol¢iildi. Kit protokoliine gére PCR tiiplerinde her bir 6rnegin
dort gen i¢in reaksiyonlart ii¢ tekrarli olarak hazirlandi. Bir tiipe kontaminasyon olup
olmadigini anlamak i¢in komlementer DNA haricinde sadece diger reaksiyon bilesenleri
konularak negatif kontrol grubu olusturuldu. Tiim islemler buzda yapildi. RT-QPCR
cihazinda (Biorad, USA) her bir 6rnek i¢in belirtilen genlerin komplemeter DNA halleri
cogaltildi. Genlerin ekspresyon diizeyleri literatirde belirtildigi gibi [-aktin

ekspresyonu baz aliarak hesapland:.'®®
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Tablo 3.2. Genlerin ileri ve geri primer sekanslari

Drpl Tleri primer 5'-CGTAGTGGGAACTCAGAGCA-3’
Geri primer 5'-TGGACCAGCTGCAGAATAAG-3'
Mfnl Tleri primer 5'-CCTTGTACATCGATTCCTGGGTTC-3'
Geri primer 5'-CCTTGTACATCGATTCCTGGGTTC-3'
Mfn2 Tleri primer 5'- GATGTCACCACGGAGCTGGA-3'
Geri primer 5'- AGAGACGCTCACTCACTTTG-3’
B-aktin Tleri primer 5'-CCTCTATGCCAACACAGTGC-3'
Geri primer 5'-ATACTCCTGCTTGCTGATCC-3'

3.13. Immiinohistokimyasal Boyama Prosediirii

Over dokularindan 2 um kalinhginda alinan kesitler deparafinizasyon
basamagindan sonra IHC/ISH cihaz1 kullanilarak (Bond Max, Leica Biosystems,
Avustralya) Mifnl primer antikoru (200pg/ml, 1:50, SC166644, Santa Cruz
Biotechnology,Inc., Amerika Birlesik Devletleri), Mfn2 primer antikoru (200pg/ml,
1:50, SC515647, Santa Cruz Biotechnology,Inc., Amerika Birlesik Devletleri), Drpl
(200pg/ml, 1:50, SC271583, Santa Cruz Biotechnology,Inc., Amerika Birlesik
Devletleri), ve bunlara uygun sekonder antikorlar ile inkiibe edildi. Her over kesitinde

20 farkl1 alan iki histolog tarafindan degerlendirildi.
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Tablo 3.3. immiinohistokimya boyama prosediirii

Islem Madde Siire

Deparafinizasyon 60 derecelik etiivde 60 dakika

Deparafinizasyon Ksilen 10 dakika

Deparafinizasyon Ksilen 10 dakika

Rehidratasyon %100’liik etanol 5 dakika

Rehidratasyon %96’11k etanol 5 dakika

Rehidratasyon %90’11k etanol 5 dakika

Rehidratasyon %80’lik etanol 5 dakika

Rehidratasyon %70’liik etanol 5 dakika

Yikama Distile su 5 dakika

Endojen enzim blokajt Hidrojen peroksit blok 10 dakika

Yikama PBS’de 2 kez

Blokaj Protein blok 10 dakika

Yikama PBS 15 saniye

Antikor Primer antikor 1 saat

Yikama PBS’de 4 kez

Boyama Biotilylated ~ Goat  anti- 10 dakika
polyvalent

Yikama PBS’de 4 kez

Boyama Steptavidin Peroxidase 10 dakika

Yikama PBS’de 4 kez

Boyama DAB 5-10 dakika

Yikama PBS’de 4 kez

Boyama Harris hematoksilen 3 dakika

Yikama Musluk suyu

Dehidratasyon %70’1ik etanol 5 dakika
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Tablo 3.3. (Devam)

Dehidratasyon %380’lik etanol 5 dakika
Dehidratasyon %90’1ik etanol 5 dakika
Dehidratasyon %100’liik etanol 5 dakika
Dehidratasyon %100’liik etanol

Seffaflagtirma Ksilen 10 dakika
Seffaflastirma Ksilen 10 dakika
Kapama Entellan

Tablo 3.4. immiinopozitivite skorlamasi

Skor

0 %0

1 % 0-30

2 % 30-60
3 % 60-100

3.14. Istatiksel Analizler

IBM 20.00 SPSS paket programiyla verilerin istatiksel olarak analizi yapildi.
Deneklere ait verilerin normal dagilim varsayimina uygun olup olmadigi Shapiro-Wilk
testi ile test edildi. Gruplarin karsilastirilmasinda kilo artislari, antral folikiil sayisi, elisa
sonuglari, RT-PCR sonuglari normal dagilima uydugu i¢in tek yonlii varyans analizi
One Way Anova coklu karsilagtirma testinden LSD testi ile degerlendirildi ve P<0.05

degeri anlamli kabul edildi. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi.
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Immiinohistokimyasal degerlendirmede yar1 kantitatif skorlama kullanildi. Her
bir overden en az 5 farkli alanin boyanma yogunlugu goz onitinde bulundurularak
skorlandi. Bu degerlendirmede immiin pozitif ve immiin negatif boyama skorlamalari;
¢ok az ya da yok ise 0 (% 0), hafif ise 1 (% 0-30), orta ise 2 (% 30-60), yogun ise 3
(% 60-100) seklinde belirlendi.’® Parametrik olmayan bu immiinopozitivite verileri
Kruskal Wallis ve Tamhane T2 testi ile degerlendirildi. P<0.05 degeri anlamli kabul

edildi. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi.}™
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhig Bulgular

Calismamizda, PKOS’a bagl olarak, kilo artigin1 degerlendirmede kullandigimiz
oOlgiitlerden biri agirhiktir. Bu nedenle, siganlarin agirliklari deneyin baslangicinda ve
deney boyunca 10 giinde bir Olgiildi. Biiyiime ¢aginda olmalari nedeniyle tim
deneklerde, deney sonu viicut agirliklarinda artis gézlendi. Bununla beraber, PKOS
grubunda ve tedavi gruplarinda bulunan si¢anlarin birgogunda, istatistiksel olarak
anlamli olmamasina ragmen (p>0.05) kilo alma oranlarinin yiiksek olmasi sebebiyle,
son tartim ile ilk agirlik tartimi arasindaki fark, kontrol grubuna oranla daha yiiksek
tespit edildi. Ayrica ikinci on giindeki PKOS ile NMN grubu arasindaki agirlik artisinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi (p<0.05) (Sekil 4.1.).

Kilo artisi (gr)

100.0000
*
90,0000

80,0000

oo g | |
1

50,0000 I I
10,0000 : I
30,0000
20,0000 :
10,0000 ; ]
) 0000 . |
Kontrol Pkos NR

0.,000(

f\v' M r'\

® Ik 10gun Ikinci 10gtn Deney bitimi

Sekil 4.1. Deneyin baslangicindan itibaren kontrol, PKOS, NR ve NMN gruplarina ait
10’ar giinliik kilo artis1 grafigi. (Veriler data + SD olarak ifade edildi. * p<0.05 vs
NMN)
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4.2. Serum FSH ve LH Bulgulari

Gruplarin karsilastirilmasi  sonucunda kontrol grubu ile PKOS grubu LH
seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenirken (p<0.001), tedavi
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmedi (p>0.05). Kontrol
grubuna gore PKOS grubunda LH hormonu seviyesinin 6nemli derecede arttigi tespit
edildi  (Sekil 4.2). Serum FSH hormonlarmin biyokimyasal sonuglar
degerlendirildiginde kontrol grubu ile PKOS grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark gozlemlenirken (p<0.02), tedavi gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark gozlemlenmedi (p>0.05), (Sekil 4.3.). Kontrol grubu LH/FSH orani ile PKOS
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlemlenirken (p<0.003), tedavi
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmedi (p>0.05). LH/FSH
oranindaki en yiiksek seviye PKOS grubunda goriilmiistiir. Nikotinamid ribozid ve
nikotinamid mononiileotit gruplarindaki LH/FSH degerlerini PKOS grubuyla
karsilagtirdigimizda anlamli bir azalma oldugu, degerlerin kontrol grubu degerlerine

yaklastigi goriildi (Sekil 4.4.).

SERUM LH (IU/L) SEVIYESI

Sekil 4.2. Gruplara ait serum LH seviyesi. (Veriler data = SD olarak ifade edildi.
* p<0.001 vs kontrol, a p<0.01 vs PKOS).
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SERUM FSH(IU/L) SEVIYESI
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Sekil 4.3. Gruplara ait serum FSH seviyelerindeki degisimleri gosteren grafik. (Veriler
data + SD olarak ifade edildi. * p<0.02 vs PKOS, a p<0.05 vs PKOS).

SERUM LH/FSH
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Sekil 4.4. Gruplara ait LH/FSH oranlarini gosteren grafik. (Veriler data + SD olarak
ifade edildi. * p<0.003 vs PKOS, a p< 0.05 vs PKOS).

37



4.3. Histopatolojik Bulgular

4.3.1. Hematoksilen ve Eozin Boyama Bulgulari

Kontrol grubuna ait over kesitleri incelendiginde normal goriiniimde olduklari
tespit edildi. Dista korteks igte medulla saglikli olarak gozlendi. Overin disini saran, tek
kath kiibik epitelden miitesekkil germinal epitel ve hemen altindaki diizensiz siki bag
dokusundan olusan tunika albuginea olagan goriinimde izlendi. Tunika albugineanin
hemen altinda primordiyal folikiiller normal olarak goriildii. Farkli gelisim evrelerindeki

folikiil yapilar1 ve korpus luteumlar olagan seyrinde goriildii (Sekil 4.5.).

Sekil 4.5. Kontrol grubna ait H-E kesitler. Bu grupta over dokusunda oositlerin gesitli
asamalardaki folikiiller izlenmekte. P; Primer folikiil, PR; Primordial folikil, AF; Antral
folikiil, KL; Korpus Luteum. Hematoksilen-Eozin Boyama, A(x10)-B(x20)-C(x40).

Polikistik over serndromlu siganlara ait Kesitlerde ¢ok sayida kistik yapilar
saptand1i. Medullada bag dokunun azaldigi goriildii. Antral folikiil sayisinda ciddi bir
azalma gorze carpt1 (Sekil 4.9.). Az sayidaki antral folikiillerde birkag¢ tane saglam oosit

goriildii. Korpus hemorajikum bol eozinofilik sitoplazmali, tek tip yuvarlak hiicreler
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iceriyordu. Ovulasyonun bir gostergesi olan korpus luteum sayisi ise kontrol grubuna
gore azdi ve hacimsel olarak biiyiik olarak gozlendi. Folikiillerde incelmis graniiler
tabaka ve kalin teka hiicre tabakasi mevcuttu. Luteinize olmus teka hiicreleri goriildii.

Hemorajik alanlar, apoptotik hiicreler de izlendi (Sekil 4.6.).

——_ A . { Wt TR b ik

Sekil 4.6. PKOS grubu H-E kesitleri. Bu grupta over dokusunda Kistler, atreziye
ugrayan antral folikiiller ve eritrosit infiltrasyonu gosteren korpus luteum izlenmekte. K;
Kist, AF; Antral folikiil, AP; apoptoza giden antral folikiil, KH; Korpus Hemorajikum.
Hematoksilen-Eozin Boyama, A(x10)-B(x20)-C(x40).

Nikotinamid ribozid grubuna ait siganlarin over dokularinda kistik yapilar ¢ok
nadir bulundu. Polikistik over sendromu grubuna goére antral folikiil sayisinda ciddi bir
artig saptandi (Sekil 4.9.). Folikiiller kontrol grubunda oldugu gibi farkli gelisim
evrelerinde goriildii. Korpus luteum sayisindaki artis da PKOS grubuna gore oldukca
g6ze carpan bulgulardan biridir. Kan damarlarmin daha diizgiin geperli oldugu goriildi.
Folikiil gevresindeki graniiloza ve teka hiicreleri oldukga saglikli gorildi. Medullada
bag doku alanlar1 kontrol grubuna gore az, PKOS grubuna gore fazla olarak izlendi.

Korpus luteum sayist PKOS grubuna gore artt1 (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. NR grubu H-E kesitleri. Bu grupta over dokusunda gesitli gelisim
asamalarindaki saglikli folikiiller izlenmekte. P; Primer Folikiil, AF; Antral folikiil, KL;
Korpus Luteum. Folikiil Hematoksilen-Eozin Boyama, A(x10)-B(x20)-C(x40).

Nikotinamid mononiikleotit grubuna ait over kesitlerinde folikiil gelisimi normal
olarak izlendi ve kistlerin ¢ok az sayida ve kiigiik bir yapida olmalart dikkat ¢ekicidir.
Sekil 4.9.’da da goriildiigii gibi antral folikiil sayisindaki artis da dikkati ¢eken bir baska
bulguydu. Folikiillerin aktifliginin bir gostergesi olan korpus luteum sayisinda PKOS
grubuna gore bir artis olmasiyla birlikte korpus luteumlarda eritrosit mevcudiyeti az da
olsa tespit edildi. Kan damarlar1 belirgin sinirlara sahipti. Medullada bag doku hacimsel

olarak kontrol grubu kadar olmasa da yeterli hacimde sayilabilirdi. (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. NMN grubu H-E kesitleri. Bu grupta over dokusunda ¢esitli gelisim
asamalarindaki saglikli folikiiller izlenmekte. AF; Antral folikiil, KL; Korpus Luteum.
Hematoksilen-Eozin Boyama, A(x10)-B(x20)-C(x40).

Antral folikiil sayis
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KONTROL PKOS NR NMN

Sekil 4.9. Gruplara ait antral folikiil sayisin1 gosteren grafiktir. (Veriler data = SD

olarak ifade edilmistir. *p<0.003 vs kontrol, a< 0.05 vs PKOS, b<0.05 vs PKOS).
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4.3.2. Immiinohistokimyasal Bulgular

Mitofusin 1 immiinreaksiyonu, kontrol grubu overlerinin yiizeyindeki tim
folikiil simiflarinda gdzlendi. Immunreaksiyon baslica granuloza hiicrelerinde, oositte,
intersitisyel hiicrelerde ve bazi follikiillerin teka hiicrelerinde sitoplazmik boyanma
seklinde belirlendi. Kontrol grubuna ait over kesitlerinde folikiillerdeki graniiloza
hiicrelerinin Mfnl pozitivitesi yogun olarak izlendi (Mfnl pozitivite skoru: 2(2-2)).
Polikistik over sendromu grubuna ait over kesitlerinde immiin reaksiyon siddeti daha
zay1f olarak izlendi. Folikiillerin graniiloza hiicrelerinde Mfn1 pozitivitesinin azaldigi,
mevcut pozitifligin ise folikiiliin igine yakin graniiloza hiicelerinde oldugu izlendi
(Mfnl pozitivite skoru: 1(1-1)). Nikotinamid mononiikleotit tedavi grubunda pimordial,
primer, sekonder ve antral folikiillerde granulosa hiicrelerinde ayni zamanda oositlerde
Mfn1’in eksprese oldugu izlendi ve orta derecede Mfnl pozitivitesi skorlandi (Mfnl
pozitivite skoru: 2(1-2)). Nikotinamid ribozid tedavi grubuna ait over dokusunda
preantral folikiillerde graniiloza hiicrelerinde diger folikiil smiflarina gore Mfnl
reaksiyonunun arttigi ve bu kesitlerde orta derecede pozitiflik oldugu gozlendi (Mfn-1

pozitivite skoru: 2(1.5-2)) (Tablo 4.1.) (Sekil 4.10.).
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Tablo 4.1. Gruplarin immiinopozitivite Skorlama Sonucu (medyan-(%25-%75
interquartile range)).

Grup Mfnl Mfn2 DRP1
Pozitivite Pozitivite Pozitivite
Skoru Skoru Skoru
Kontrol 2(2-2) 2(1.5-2) 0(0-1)
PKOS 1(1-1)2 2(1-2) 3(3-3)2
NMN 2(1-2)P 2(1.5-2) 2(1-2)2d
NR 2(1.5-2)° 2(1-2) 2(1-2)2d

4p=0.000; Kontrol grubuna kiyasla,
®p=0.006; PKOS grubuna kiyasla,
®p=0.002; PKOS grubuna kiyasla,
4p=0.000; PKOS grubuna kiyasla,

Kruskal Wallis/Tamhane T2 Testi
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Sekil 4.10. Mfn1 primer antikoru ile inkube edilmis over dokusuna ait kesitler.
A(x10)-B(x20): Kontrol grubuna ait over kesitleri, folikiil hiicrelerinde yogun pozitiflik
(kivrimli oklar), C(x20)-D(x40): PKOS grubuna ait over kesitleri, folikiil liimenine
bakan hiicrelerde Mfn1 ekspresyonu (kivrimli oklar), liimene bakmayan hiicrelerde az
yogun pozitiflik (kalin ok) E(x20)-F(x40): NMN tedavi grubuna ait over kesitleri,
graniizloza hiicrelerinde (kalin ok) ve teka hiicrelerinde (kuyruklu ok) Mfnl
ekspresyonu, G(x20)-H(x40): NR tedavi grubuna ait ovarym kesitleri, graniizloza
hiicrelerinde (kalin ok) ve teka hiicrelerinde (kuyruklu ok) Mfn1 ekspresyonu,
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Over dokularindaki Mfn2 dagilimi immiinohistokimyasal olarak incelendiginde
tim gruplarda Mfn2’nin varligr genellikle graniiloza hiicrelerinin Sitoplazmalarinda
tespit edildi. Mitofusin 2 primer antikoru ile inkiibe edilmis kontrol grubuna ait over
kesitlerinde folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinde orta diizeyde Mfn2 pozitivitesi
gozlemlendi (Mfn2 pozitivite skoru: 2(2-2)). Polikistik over sendromu grubuna ait over
kesitlerinde folikiillerde, 6zellikle liimene bakan graniiloza hiicrelerinde az yogun Mfn2
pozitivitesi goriildii (Mfn2 pozitivite skoru: 2(1-2)). Nikotinamid mononiikleotit tedavi
grubuna preantral folikiilleri graniiloza hiicrelerinde orta derecede Mfn2 pozitivitesi
izlendi (Mfn2 pozitivite skoru: 2(1-2)). Nikotinamid ribozid tedavi grubuna ait over
dokusunda preantral folikiillerde graniiloza hiicrelerinde orta derecede Mfn2 pozitivitesi

gozlendi (Mfn2 pozitivite skoru: 2(1.5-2)) (Sekil 4.11.) (Tablo 4.1.).
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Sekil 4.11. Mfn2 primer antikoru ile inkube edilmis over dokusuna ait temsili
151k mikroskobik ekran goriintiisii. A(x10)-B(x20): Kontrol grubuna ait over kesitleri,
orta diizeyde Mfn2 ekspresyonu (kalin ok ve kivrimli ok) C(x10)-D(x20): PKOS
grubuna ait over Kkesitleri az yogun Mfn2 ekspreyonu (kalin 0k), folikiil liimenine bakan
hiicrelerde nispeten fazla pozitiflik (kuyruklu ok). E(x20)-F(x40): NMN tedavi grubuna
ait over kesitleri, orta siddette Mfn2 ekspresyonu (kuyruklu ok ve kalin ok) G(x20)-
H(x40): NR tedavi grubuna ait over kesitleri, orta siddette Mfn2 ekspresyonu (kalin ok
ve kuyruklu ok).
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Kontrol grubuna ait over kesitlerinde folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinde hafif
diizeyde Drpl pozitivitesi izlendi (Drpl pozitivite skoru: 0(0-1)). Polikistik over
sendromu grubuna ait over kesitlerinde korpus luteumlar da dahil olmak iizere hemen
hemen her yapida, o6zellikle folikiillerin graniiloza hiicrelerinde asir1 yogun Drpl
pozitivitesi goriildii (Drpl pozitivite skoru: 3(3-3)). Nikotinamid mononiikleotit tedavi
grubuna preantral folikiilleri graniiloza hiicrelerinde ve teka hiicre tabakasinda Drpl
pozitivitesinde azalma gozlendi (Drpl pozitivite skoru: 2(1-2)). Nikotinamid ribozid
tedavi grubuna ait over dokusunda preantral folikiillerde graniiloza hiicrelerinde ve teka
hiicrelerinde de Drpl pozitivitesinin azaldigi gozlendi (Drpl pozitivite skoru: 2(-2))

(Sekil 4.12.) (Tablo 4.1.)
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Sekil 4.12. Drp1 primer antikoru ile inkube edilmis over dokusuna ait temsili
151k mikroskobik ekran goriintiisii. A(x10)-B(x20): Kontrol grubuna ait over kesitleri,
hafif diizeyde Drp1 ekspresyonu (ok baslart), C(x20)-D(x40): PKOS grubuna ait over

kesitleri, siddetli diizeyde Drp1 ekspresyonu kivrimli (ok baslari) E(x20)-F(x40): NMN
tedavi grubuna ait over kesitleri, hafif siddette Drp1 ekspresyonu (ok baslar1), G(x20)-
H(x40): NR tedavi grubuna ait over kesitleri, hafif siddette Drp1 ekspresyonu (ok
baslar)
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4.4. Molekiiler Bulgular

Bu c¢alismada mitokondriyal stres siirecinde yer alan genlerin ekspresyon
seviyeleri de degerlendirildi. Buna gore fisyon proteini olan Drpl’in ekspresyon
seviyesi DHEA verilerek PKOS modeli olusturulan grupta kontrol grubuna goére biiyiik
bir artis gosterdi (p<0.001). Nikotinamid mononiikleotit ve nikotinamid ribozid ile
tedavi edilen gruplarda ise Drpl seviyesinin PKOS grubuna gore diisiik oldugu ve

aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (p<0.01), (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.13. Dprl geninin drneklerde B-aktin kontrol genine gore gen ekspresyon
degisimlerini gosteren grafiktir. (K: kontrol, P: PKOS, NM: NMN. Veriler data + SD
olarak ifade edilmistir. *** p<0.001 vs kontrol ve ¢ p<0.001 vs PKOS).

Gergek zamanli ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi yontemiyle fiizyon
genlerinden Mfnl seviyelerinin degisim grafigi Sekil 4.14’te gosterildi. Polikistik over
sendromu grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda PKOS grubunda Mfnl
seviyesindeki diistikliik anlamlilik gosterdi (p<0.01). Polikistik over sendromu grubu ve

NMN grubu karsilastirildiginda NMN grubunda Mfn1 seviyesinde anlamli bir yiikselis
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gozlendi (p<0.05). Polikistik over sendromu ve NR gruplart karsilastirildiginda ise NR

grubunda Mfnl seviyesinde artis gézlendi (p<0.01).
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Sekil 4.14. Mfn1 geninin 6rneklerde B-aktin kontrol genine gore gen ekspresyon
degisimlerini gosteren grafiktir. (K: kontrol, P: PKOS, NM: NMN. Veriler data + SD
olarak ifade edilmistir. *** p<0.001 vs kontrol, a p<0.05 vs PKOS ve b p<0.01 vs
PKOS).

Mitofusin 2 gen seviyeleri karsilastirildiginda kontrol, PKOS, NMN ve NR

gruplari arasinda herhangi bir anlamli fark saptanmamustir (p>0.05) (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. Mfn2 geninin 6rneklerde B-aktin kontrol genine gore gen ekspresyon
degisimlerini gosteren grafiktir. (K: kontrol, P: PKOS, NM: NMN. Veriler data + SD
olarak ifade edilmistir. Orneklerin birbirine gore istatiksel Snem derecesinde farki
yoktur).
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5. TARTISMA

Anovulatuvar infertilitenin en bilinen sebeplerinden biri PKOS’tur. %% 62
Polikistik over sendromlu kadinlarin ¢ok biiyiik bir kismi ovulatuvar sorunlar olmasina
karsin bazen bu kisilerde ovulasyon gerceklesebilir.}’> 1™ Polikistik over sendromlu
olup diizenli menstriiel dongiileri olan kadinlar da anovulatuvar olabilirler.t™ 17
Dehidroepiandrosteron ile indiikledigimiz polikistik over modelinde si¢anlarin
menstrual dongiilerini vajinal siiriintii yontemiyle inceledigimizde over siklusunun
bozulmasi, histolojik incelemede ise antral folikiillerin dramatik bir sekilde az olmasi
anovulasyonun gostergesidir ve modelin oturdugunun kanitidir.

Polikistik over sendromunun hiicresel ve molekiiler temelini incelemede yaygin
bir yaklasim, hayvan modellerinin kullanilmasidir. Karmasik yapisi nedeniyle insan
PKOS'u i¢in su anda "mikemmel" bir hayvan modeli bulunmamakla birlikte,
androjenize sigan modelinin, insandaki PKOS’un bir¢ok fenotipini taklit ettigi igin
yararli oldugu kanitlanmistir. 140 176 177 By calismada DHEA ile indiiklenen bir sican
modeli kullanild1 ve yumurtaligin yapisal 6zelliklerini, graniiloza hiicre apoptozunu ve
mitokondriyal stres siireci incelenerek modelin etkinligi degerlendirildi ve bu
fizyopatolojik bulgularin NMN ve NR tedavileri sonucu iyilesip iyilesmedigi arastirildi.
Bu modelde insandakine benzer sekilde erken antral graniiloza hiicre apoptozu, folikiiler
biylime durmasi, bozulmus folikiilogenez, polikistik yapilar ve anovulasyon
indiiksiyonu bulundu, ancak sistemik degisiklikler (6rn. anlamli viicut agirlig
degisiklikleri) gozlenmedi.

Polikistik over sendromuna ekseriyetle eslik eden obezite de anovulasyon igin
fazladan bir risk faktoridiir. 1’® Obez ve obez olmayan PKOS’Iu hastalarda ovulatuvar
islev bozuklugu farklidir.>”® Normal kilodaki PKOS hastalarinda yiiksek LH seviyesi ve

ovaryan hiperandrojenizmi folikiil gelisimindeki bozuklugu yoneten bas aktorlerdir. &
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Boyle hastalardaki insiilin de ovaryan steroidogenezine ve graniiloza hiicresi
farklilasmasina etki eden gonadotropinlerin faaliyetini artirir.1® Obez PKOS hastalarda
ise, anormal glukoz-insiilin homeostaz1 ve adipojenik fonksiyon bozuklugu gibi
metabolik faktorler folikiil ve oosit gelisimindeki aksamada LH’tan daha onemli
olabilir. Bu farklilik, bircok obez PKOS hastasinda kilo vermenin {iiretkenligi ve
ovulasyonu geri getirmesine ragmen; normal kilodaki PKOS hastalarinda ovulasyon
indiiksiyonuna ihtiya¢ duyuldugunu gosterir. %> °® 17 By calismada onar giinliik kilo
artiglarin1 inceledigimizde tiim hayvanlarin gelisme ¢aginda olmasi hasebiyle hepsinde
kilo artis1 goriildii. Ancak, gruplar arasinda kilo artis1 agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark yoktu.

Polikistik over sendromunun fizyopatolojisi ile ilgili One siiriilen
mekanizmalardan biri, LH artisina bagli olarak teka hiicrelerinde meydana gelen
androjen iiretiminin artmasidir. " ® % Polikistik over sendromu grubundaki hayvanlarin
LH /FSH oranina bakildiginda literatiirle uyumlu olarak ciddi bir artis goriilmektedir.
Nikotinamid mononiikleotit ve nikotinamid ribozid grubunda ise bu seviyenin normale
dondiigi agikga goriilmektedir. Histopatolojide de bu durumu dogrularcasina PKOS
grubunda hormon iiretimindeki artistan dolayr kalin bir teka hiicre tabakasi
goriilmektedir. Dahasi teka hiicrelerinde hipertrofi oldugu da gozlenmektedir. NMN ve
NR gruplarinda ise bu patolojinin giderildigi goriildii.

Polikistik over sendromunun etiyolojisi, karmagsik ve heterojen dogasi nedeniyle
belirsiz kalsa da, graniiloza hiicre apoptozunun PKOS'un patogenezi ile iliskili folikiiler
biiyiime durmasinda énemli bir rol oynadig1 one siiriilmiistiir.!8% 182 Polikistik over
sendromu i¢in altta yatan mekanizmalar hala bilinmemekle birlikte, PKOS hastalarinin
graniiloza hiicrelerinde inflamasyon, NAD" diizeylerinde azalma ve mitokondriyal

disfonksiyon bildirilmigtir, 140 183
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Bu calisamada DHEA ile indiiklenen sican modelinde mitokondriyal fisyon ve
fiizyon dinamiklerinin diizensizligi gosterildi. Bu bulgular, graniiloza hiicrelerindeki
mitokondriyal dinamiklerin Onemini ve hiicre Olimiinii diizenleyici siireglerdeki
diizensizligin PKOS patogenezinde nasil rol oynayabilecegini vurgulamaktadir.
Drosophila’da yapilan c¢aligmalarda, Drpl yoksunluguna bagli folikiil hiicrelerinde
apoptozise karst direng azaldigi ve yumurtalik gelisim kusurlar1 ortaya ¢iktigi tespit
edilmistir.*® OQosit spesifik Drpl nakavt farelerde yapilan c¢alismalarda, oositte
mitokondriyal deformiteler, folikiill gelisimde duraksama, graniiloza hiicrelerinin
proliferasyonunda azalma ve anovulasyon gdzlemlenmistir.!*® Literatiirde PKOS’lu
over dokusunda parenkimal hiicrelerde mitofaji, otofaji ve apoptotik hiicre 6liimii iyi bir
sekilde tanimlanmasina ragmen bu patafizyolojik siireclerle kuvvetli iliskili olan
mitokondriyal fisyon ve fiizyon dinamikleri yeterince arastirilmamustir.t’ 184
Calismamizda diger gruplara oranla PKOS grubunda fisyon proteini olan Drp1’in ¢ok
yiikksek Ttretildigi, flizyon proteini olan Mfnl’in ise disliik seviyelerde seyrettigi
gozlendi. Mitokondriyal fisyon sirasinda, Drpl mitokondriyal membrana alinir ve iki
yavru mitokondri olusturmak i¢in mitokondriyi saran ve daraltan bir oligomer zinciri
olusturur.'?® Dynamin-iligkili ~ protein  1'in  aktivitesi, fosforilasyon  gibi
posttranslasyonel modifikasyonlara baglidir. DRP 1 (Ser635) sikline bagimli kinaz 1 /
siklin B kompleksi tarafindan fosforile edildiginde mitokondriyal fisyon baslatilirken,
DRP 1 (Ser656) PKA tarafindan fosforile edildiginde Drpl islevi inhibe edilir ve
mitokondriyal ~ dinamikler,  mitokondriyal  fiizyona dogru  kayar.l® 18
Dehidroepiandrosteron ile indiiklenen sigan modelimizde Drpl’in ekspresyonunun
artmas1 mitokondriyal dinamiklerin mitokondriyal fiizyon yerine mitokondriyal fisyona

kaydigim1 gostermektedir. Biz bu tez ¢aligmasina basladiktan sonra 2020 yilinda Salehi

ve arkadaslar1 yayinladiklar1 calismada sicanlarda DHEA ile indiiklenmis PKOS
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modelinde Drpl’in artisina bagli olarak mitokondriyal fisyonun overlerde graniiloza
hiicrelerinde arttigin1 ve ayni ¢alismada Drpl aktivitesinde artisa bagli olarak mitofaji,
otofaji ve apoptotik hiicre OSliimlerinin arttigini benzer sekilde gdstermislerdir.'4°
Tarafimizca yapilan bu ¢alismada da artan Drpl ekspresyonuna bagli olarak graniiloza
hiicrelerinde artan apoptotik hiicre 6liimleri gozlemlenmistir.

Literatiirde hiicrelerde meydana gelen asir1 mitokondriyal fisyonun apoptotik
hiicre 6liimiinii tesvik ettigi birgok ¢alismayla belirtilmesine ragmen bu mekanizma tam
olarak aydinlatilamamistir.l’  Mitokondriyal fisyonun indiiklenmesi ve bunun
mitokondri dis zari, kristanin yeniden sekillenmesi ve apoptoz sirasinda sitokrom c
saliimu ile iliskisi i¢in 3 tane mekanizma one siiriilmiistiir:

(@) Apoptotik sinyaller, Bax ve Drpl'in mitokondride yer degistirmesini tetikler.
Daha sonra, aktif Bax, Drpl aracili mitokondri fisyonunun aktivasyonuna katilir ve
ayrica Mfn2 ile etkilesime girerek mitokondriyal fiizyonu inhibe edebilir. Kristanin
yeniden sekillenmesi, muhtemelen fisyon aktivasyonu ve/veya flizyonun inhibisyonu ile
baglantili bilinmeyen bir mekanizma tarafindan meydana gelir. Aktif Bax, dis
mitokondriyal membran boyunca kanallar olusturarak sitokrom c salinimina neden
olur.129. 187,188

(b) Apoptotik sinyaller, endoplazmik retikulumdan kalsiyum salinimini indiikler,
bu da Drpl'in mitokondriye translokasyonu ve par¢alanmanin indiiklenmesi ile
sonuglanir. Bilinmeyen bir mekanizma araciligiyla Drpl, kristanin yeniden
sekillenmesini tetikler. Ardindan, mitokondri dis zarinda Bax translokasyonu ve Bax
iceren kanallarin olusumu sitokrom ¢ salinimini tetikler. 8% 190
(c) Apoptotik sinyaller, Bax'in mitokondriye translokasyonunu tetikler. Aktif

Bax, sitokrom ¢ ve OPAl'in bir kism1 ve DDP/TIMMS8a gibi intermembran boslukta

lokalize olan bazi ¢6ziiniir proteinlerin salinimini indiikleyen kanallar olusturur. OPA1
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salmimi, kalan sitokrom c'nin salinmasina izin vermek igin Kkristanin Yyeniden
sekillenmesini tetikler ve bu, mitokondriyal fiizyonun inhibisyonu ile iliskilidir. Paralel
olarak, sitozolde bir kez, DDP/TIMMS8a, Drpl'e baglanir ve mitokondriye
translokasyonunu ve Drp1 aracili fisyonun indiiklenmesini tesvik eder.'8®

Mitokondride fisyon sonucu sitozole birakilan sitokrom C, Apafl ile birleserek
apoptozom kompleksini aktive eder. Apoptozom kompleksinin aktive olmasi kaspaz 9
ve kaspaz 3 yolag: ile hiicreyi apoptotik dliime gotiiriir, 19 192

Calismamizda PKOS grubunda gozlemledigimiz mitokondriyal flizyonda rol
oynayan Mifnl ekspresyonunun azalmasi yukarda izah edilen mekanizmalarda
mitokondriyal fisyona ait yolaklarin fiizyonu engellemesiyle iliskilidir.

Calismamizda NMN ve NR ile tedavi edilen gruplarda saglikli folikiiller ve
saglikli folikiil mikrocevresi goriildii. Kistik yapilarin 6nemli derecede azalmasi da
onemli bir bulgudur. Bu gruplarda Drpl ve Mfnl seviyelerinin kontrol grubundaki
seviyeye yaklastig1 goriillmektedir. Bu durum hiicrelerdeki mitokondriyal stresin ortadan
kalktiginin bir isareti olarak diigiiniilmektedir. Bununla birlikte Mfn2 diizeylerinde
gruplar arasinda istatistiksel bir fark olmamasi hiicrelerde Mfn2 proteinlerinin yeterli
seviyede olmasindan dolayr transkripsiyona ihtiyag duyulmamasi seklinde
yorumlanabilir. Her iki tedavi grubunda da artan Mfnl ekspresyon seviyeleri
mitokondriyal dinamiklerin fisyondan ziyade fiizyona kaymasina sebep olmustur.

Mitokondriyal anormalliklere katkida bulunan bir faktdr, c¢oklu metabolik
reaksiyonlarda onemli bir kofaktor olan nikotinamid adenin diniikleotidinin (NAD®)
kaybidir. NAD"'in mitokondride hiicre i¢i metabolik yolda hidrojen transferine ve

redoks reaksiyonuna aracilik ettigi bilinmektedir!6? 193 194,

NAD"m ayrica,
metabolizmaya ve oksidatif strese hiicresel yaniti modiile etmede SIRT1'in roliinii

destekleyen ve birgok dnemli enzimatik reaksiyon i¢in vazgegilmez bir kofaktor oldugu
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bulunmustur.'®1%7 Hiicresel NAD(H) seviyelerinin tiikenmesi daha sonra biyoenerjetik
basarsizlik ve hiicre 6liimii ile sonuglanmaktadir.*® 1% 19 By nedenle, hiicresel NAD*
seviyelerini korumak igin alternatif bir strateji, NAD™ 6nciillerini uygulamaktir.
Nikotinamid mononiikleotit ve Onciisii nikotinamid ribozid, hiicresel NAD*
mevcudiyetini artirarak ve dolayisiyla enerji kapasitesini gelistirerek ve sirtuin
deasetilaz aktivitesini aktive ederek mitokondriyal saghig: iyilestirdigi varsayilmistir.??
Sirtuinler deasetilaz tepkimelerinde, substrattan asetil grubunun koparilarak NAD"’1n
ADP-riboz kismima aktarimim katalizler.”> Bir NAD* 6nciisii olan NMN takviyesinin
NAD* icerigini ve SIRT1 aktivitesini restore eder.® Sirtuin 1, mitokondrial gen
ekspresyonu i¢in 6nemli bir transkiripsiyon faktorii olan PGC-1 alfa'y1 deasetilatlar ve

aktive eder, boylece mitokondriyal biyogenezi uyarir.146: 200 201 GQyreg

kosullar1 altinda
farkli hiicre tiirlerinde PGC-1 alfa’nin mitokondriyal biyogenezin yani sira Mfnl ve
Mfn2 ekspresyon seviyelerini artirarak mitokondriyal fiizyonu tesvik ettigi ve hiicresel
sag kalim ve mitokondriyal fonksiyonlar: diizeltigi tespit edildi.?®> 2 Ayrica yeni
yapilan calismalarda, SIRT1 i¢in Mfn2 substrat oldugu ve hipoksik kosullar altinda

SIRT1 aracili Mfnl deasetilasyonunu mitokondri fiizyonu tesvik ettigi tespit edildi.!4®

204, 205

Long ve arkadaslari mitokondriyal solunum agiklarmin iyilesmesini
degerlendirmek i¢in APP(swe)/PS1(AE9) ¢ift transgenik (AD-Tg) farelerine bir NAD*
onciisii olan NMN uygulamis ve beyindeki NAD* katabolizmasinin diizeldigini
gdrmiiglerdir.2®® Trammell ve arkadaslar1 ise NR nin bir NAD* prokiirsérii oldugunu
bulmuslardir.?” Bu sonu¢ NR verdigimiz grupta diizelen mitokondriyal siirecin nedenini
aciklamaktadir.

Calismamizda, LH/FSH oraninin tedavi uygulanan gruplarda anlamli derecede

diiserek kontrol grubu oranina yaklasmasi, kontrol grubuna kiyasla PKOS grubunda
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Drpl seviyesinin yiikselmesi, Mfn1’in diismesi; tedavi gruplarinda ise bu durumun
diizelmesi PKOS’un iyilestirilmesine yonelik olarak yaptigimiz bu ¢alismanin

amaclarini desteklemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez c¢alismasinda polikistik over sendromunda artan antral folikiildeki
graniiloza hiicrelerinin apoptotik oGliimiine neden oldugu antral folikiil gelisiminin
duraksamas1 mitokondriyal dinamiklerin fiizyon yerine fisyon yoniine kaymasina bagl
olarak artan mitokondriyal stres ile kuvvetli iligkili oldugu tespit edilmistir. Bu iligkinin
parametreleri olarak Drpl ekspresyon seviyelerinin artist ve flizyon proteinlerinden
Mifnl ekspresyon seviyelerinin azalmasiyla baglantili oldugunu tespit ettik. Bu
durumdan yola ¢ikarak bu tez ¢alismasinda disi sicanlarda deneysel olarak olusturulan
polikistik over sendromu modelinde NMN ve NR ile mitokondriyal stresi fisyon
yoniinden fiizyona kaydirarak inhibe ettigi tespit edildi. Mitokondriyal stres
inhibisyonunun apoptotik hiicre 6liimiinii engelledigi ve buna bagli olarak folikiil
gelisiminin devam ederek anovulasyonu giderdigi tespit edildi.

Tiim bu bulgulara ilaveten NMN ve NR tedavisinin overlerde kist olusumunu
onemli bir sekilde azalttigi ve LH/FSH oranini1 kontrol grubuna yaklastirdigi goriildii.

Bu c¢alisgmanin infertilite ile ilisikili PKOS tedavisinde yeni ve kuvvetli bir
alternatif tedavi olusturdugu goézlendiginden bu ¢alismanin diinyada ve iilkemizde

yapilacak arastirmalara yon verecegi ve referans kaynagi olacagi ongoriilmektedir.

59



KAYNAKLAR

Jeanes YM, Reeves S. Metabolic consequences of obesity and insulin resistance
in polycystic ovary syndrome: diagnostic and methodological challenges. Nutr
Res Rev, 2017, 30: 97-105.

McCartney CR, Marshall JC. CLINICAL PRACTICE. Polycystic Ovary
Syndrome. N Engl J Med, 2016, 375: 54-64.

Sagvekar P, Dadachanji R, Patil K, Mukherjee S. Pathomechanisms of polycystic
ovary syndrome: Multidimensional approaches. Front Biosci (Elite Ed), 2018, 10:
384-422.

Teede HJ, Misso ML, Costello MF, Dokras A, Laven J, Moran L, Piltonen T,
Norman RJ, International PN. Recommendations from the international evidence-
based guideline for the assessment and management of polycystic ovary
syndrome. Clin Endocrinol (Oxf), 2018, 89: 251-268.

Malini NA, Roy George K. Evaluation of different ranges of LH:FSH ratios in
polycystic ovarian syndrome (PCOS) - Clinical based case control study. Gen
Comp Endocrinol, 2018, 260: 51-57.

Catteau-Jonard S, Brunel A, Dumont A, Robin G, Pigny P, Dewailly D. Serum
FSH level is lower in dysovulating than in ovulating non-PCOS obese women,
independently of body mass index. Ann Endocrinol (Paris), 2019, 80: 225-228.
Georgopoulos NA, Saltamavros AD, Decavalas G, Piouka A, Katsikis I, Panidis
D. Serum AMH, FSH, and LH levels in PCOS. Fertil Steril, 2010, 93: e13; author
reply el4.

Saadia Z. Follicle Stimulating Hormone (LH: FSH) Ratio in Polycystic Ovary
Syndrome (PCOS) - Obese vs. Non- Obese Women. Med Arch, 2020, 74: 289-

293.

60



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Sharabidze N, Sabakhtarashvili M, Burkadze G. Proliferation and apoptosis in
ovarian stromal hyperplasia and hyperthecosis. Georgian Med News, 2005: 26-29.
Alanbay I, Ercan CM, Sakinci M, Coksuer H, Ozturk M, Tapan S. A macrophage
activation marker chitotriosidase in women with PCOS: does low-grade chronic
inflammation in PCOS relate to PCOS itself or obesity? Arch Gynecol Obstet,
2012, 286: 1065-1071.

Baptiste CG, Battista MC, Trottier A, Baillargeon JP. Insulin and
hyperandrogenism in women with polycystic ovary syndrome. J Steroid Biochem
Mol Biol, 2010, 122: 42-52.

Rosenfield RL, Ehrmann DA. The Pathogenesis of Polycystic Ovary Syndrome
(PCOS): The Hypothesis of PCOS as Functional Ovarian Hyperandrogenism
Revisited. Endocr Rev, 2016, 37: 467-520.

Wang F, Yu B, Yang W, Liu J, Lu J, Xia X. Polycystic ovary syndrome
resembling histopathological alterations in ovaries from prenatal androgenized
female rats. J Ovarian Res, 2012, 5: 15.

Zhang J, Bao Y, Zhou X, Zheng L. Polycystic ovary syndrome and mitochondrial
dysfunction. Reprod Biol Endocrinol, 2019, 17: 67.

Eriksen MB, Minet AD, Glintborg D, Gaster M. Intact primary mitochondrial
function in myotubes established from women with PCOS. J Clin Endocrinol
Metab, 2011, 96: E1298-1302.

Saeed N, Hamzah IH, Al-Gharrawi SAR. Polycystic ovary syndrome dependency
on mtDNA mutation; copy Number and its association with insulin resistance.
BMC Res Notes, 2019, 12: 455.

Kobayashi M, Yoshino O, Nakashima A, Ito M, Nishio K, Ono Y, Kusabiraki T,

Kunitomi C, Takahashi N, Harada M, Hattori K, Orisaka M, Osuga Y, Saito S.

61



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Inhibition of autophagy in theca cells induces CYP17A1 and PAI-1 expression via
ROS/p38 and JNK signalling during the development of polycystic ovary
syndrome. Mol Cell Endocrinol, 2020, 508: 110792.

Westermann B. Mitochondrial fusion and fission in cell life and death. Nat Rev
Mol Cell Biol, 2010, 11: 872-884.

McBride HM, Neuspiel M, Wasiak S. Mitochondria: more than just a
powerhouse. Curr Biol, 2006, 16: R551-560.

Safaei Z, Bakhshalizadeh SH, Nasr Esfahani MH, Akbari Sene A, Najafzadeh V,
Soleimani M, Shirazi R. Effect of Vitamin D3 on Mitochondrial Biogenesis in
Granulosa Cells Derived from Polycystic Ovary Syndrome. Int J Fertil Steril,
2020, 14: 143-149.

Meeusen S, McCaffery JM, Nunnari J. Mitochondrial fusion intermediates
revealed in vitro. Science, 2004, 305: 1747-1752.

Yoshino J, Baur JA, Imai SI. NAD(+) Intermediates: The Biology and
Therapeutic Potential of NMN and NR. Cell Metab, 2018, 27: 513-528.
Bieganowski P, Brenner C. Discoveries of nicotinamide riboside as a nutrient and
conserved NRK genes establish a Preiss-Handler independent route to NAD+ in
fungi and humans. Cell, 2004, 117: 495-502.

Fletcher RS, Ratajczak J, Doig CL, Oakey LA, Callingham R, Da Silva Xavier G,
Garten A, Elhassan YS, Redpath P, Migaud ME, Philp A, Brenner C, Canto C,
Lavery GG. Nicotinamide riboside kinases display redundancy in mediating
nicotinamide mononucleotide and nicotinamide riboside metabolism in skeletal
muscle cells. Mol Metab, 2017, 6: 819-832.

Guan Y, Wang SR, Huang XZ, Xie QH, Xu YY, Shang D, Hao CM.

Nicotinamide Mononucleotide, an NAD(+) Precursor, Rescues Age-Associated

62



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Susceptibility to AKI in a Sirtuin 1-Dependent Manner. J Am Soc Nephrol, 2017,
28: 2337-2352.

Kourtzidis 1A, Dolopikou CF, Tsiftsis AN, Margaritelis NV, Theodorou AA,
Zervos A, Tsantarliotou MP, Veskoukis AS, Vrabas IS, Paschalis V, Kyparos A,
Nikolaidis MG. Nicotinamide riboside supplementation dysregulates redox and
energy metabolism in rats: Implications for exercise performance. Exp Physiol,
2018, 103: 1357-1366.

Trammell SA, Yu L, Redpath P, Migaud ME, Brenner C. Nicotinamide Riboside
Is a Major NAD+ Precursor Vitamin in Cow Milk. J Nutr, 2016, 146: 957-963.
Wang S, Wan T, Ye M, Qiu Y, Pei L, Jiang R, Pang N, Huang Y, Liang B, Ling
W, Lin X, Zhang Z, Yang L. Nicotinamide riboside attenuates alcohol induced
liver injuries via activation of SirT1/PGC-lalpha/mitochondrial biosynthesis
pathway. Redox Biol, 2018, 17: 89-98.

Andrews MC. Bilateral polycystic ovaries associated with sterility, amenorrhea
and hirsutism. Va Med Mon (1918), 1952, 79: 544-548.

Imani B, Eijkemans MJ, te Velde ER, Habbema JD, Fauser BC. A nomogram to
predict the probability of live birth after clomiphene citrate induction of ovulation
in normogonadotropic oligoamenorrheic infertility. Fertil Steril, 2002, 77: 91-97.
Rotterdam EA-SPCWG. Revised 2003 consensus on diagnostic criteria and long-
term health risks related to polycystic ovary syndrome. Fertil Steril, 2004, 81: 19-
25.

Brzana J, Yedinak CG, Hameed N, Plesiu A, McCartney S, Fleseriu M. Polycystic
ovarian syndrome and Cushing's syndrome: a persistent diagnostic quandary. Eur

J Obstet Gynecol Reprod Biol, 2014, 175: 145-148.

63



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Baskind NE, Balen AH. Hypothalamic-pituitary, ovarian and adrenal
contributions to polycystic ovary syndrome. Best Pract Res Clin Obstet Gynaecol,
2016, 37: 80-97.

Chaudhari N, Dawalbhakta M, Nampoothiri L. GnRH dysregulation in polycystic
ovarian syndrome (PCOS) is a manifestation of an altered neurotransmitter
profile. Reprod Biol Endocrinol, 2018, 16: 37.

Azziz R, Adashi EY. Stein and Leventhal: 80 years on. Am J Obstet Gynecol,
2016, 214: 247 e241-247 e211.

Alkan 1. Ostradiol valerat ile olusturulmus polikistik over sendromu iizerine
amitriptilinin olas1 etkilerinin arastirilmasi. Histoloji ve Ebriyoloji A.B.D.
Doktora Tezi, Samsun: 19 Mayis Universitesi, 2020.

Besler D. Deneysel polikistik over sican modelinde doku degisikliklerinin
endokrin ve metabolik agidan degerlendirilmesi. Uzmanlik Tezi, Ege University:
Ege University, 2009.

Broekmans FJ, Knauff EA, Valkenburg O, Laven JS, Eijkemans MJ, Fauser BC.
PCOS according to the Rotterdam consensus criteria: Change in prevalence
among WHO-II anovulation and association with metabolic factors. BJOG, 2006,
113: 1210-1217.

March WA, Moore VM, Willson KJ, Phillips DI, Norman RJ, Davies MJ. The
prevalence of polycystic ovary syndrome in a community sample assessed under
contrasting diagnostic criteria. Hum Reprod, 2010, 25: 544-551.

Mehrabian F, Khani B, Kelishadi R, Ghanbari E. The prevalence of polycystic
ovary syndrome in lIranian women based on different diagnostic criteria.

Endokrynol Pol, 2011, 62: 238-242.

64



41.

42.

43.

44,

45.

46.

Alvarez-Blasco F, Botella-Carretero JI, San Millan JL, Escobar-Morreale HF.
Prevalence and characteristics of the polycystic ovary syndrome in overweight
and obese women. Arch Intern Med, 2006, 166: 2081-2086.

Cam SD. Polikistik over sendromu, idiopatik hirsutizm ve idiopatik
hiperandrojenemisi olan hastalarin optik koherans tomografi ile géz bulgularinin
karsilastirilmasi. Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Uzmanlik Tezi, Kayseri: Erciyes
Universitesi, 2018.

Fauser BC, Tarlatzis BC, Rebar RW, Legro RS, Balen AH, Lobo R, Carmina E,
Chang J, Yildiz BO, Laven JS, Boivin J, Petraglia F, Wijeyeratne CN, Norman
RJ, Dunaif A, Franks S, Wild RA, Dumesic D, Barnhart K. Consensus on
women's health aspects of polycystic ovary syndrome (PCOS): the Amsterdam
ESHRE/ASRM-Sponsored 3rd PCOS Consensus Workshop Group. Fertil Steril,
2012, 97: 28-38 e25.

Ndefo UA, Eaton A, Green MR. Polycystic ovary syndrome: a review of
treatment options with a focus on pharmacological approaches. P T, 2013, 38:
336-355.

Azziz R, Carmina E, Dewailly D, Diamanti-Kandarakis E, Escobar-Morreale HF,
Futterweit W, Janssen OE, Legro RS, Norman RJ, Taylor AE, Witchel SF,
Androgen Excess S. Positions statement: criteria for defining polycystic ovary
syndrome as a predominantly hyperandrogenic syndrome: an Androgen EXxcess
Society guideline. J Clin Endocrinol Metab, 2006, 91: 4237-4245.

Landay M, Huang A, Azziz R. Degree of hyperinsulinemia, independent of
androgen levels, is an important determinant of the severity of hirsutism in PCOS.

Fertil Steril, 2009, 92: 643-647.

65



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Turner EI, Watson MJ, Perry LA, White MC. Investigation of adrenal function in
women with oligomenorrhoea and hirsutism (clinical PCOS) from the north-east
of England using an adrenal stimulation test. Clin Endocrinol (Oxf), 1992, 36:
389-397.

Burgers JA, Fong SL, Louwers YV, Valkenburg O, de Jong FH, Fauser BC,
Laven JS. Oligoovulatory and anovulatory cycles in women with polycystic ovary
syndrome (PCOS): what's the difference? J Clin Endocrinol Metab, 2010, 95:
E485-489.

Dumesic DA, Lobo RA. Cancer risk and PCOS. Steroids, 2013, 78: 782-785.
Jakimiuk AJ, Issat T. PCOS and cancer risk. Folia Histochem Cytobiol, 2009, 47:
S101-105.

Adams J, Polson DW, Franks S. Prevalence of polycystic ovaries in women with
anovulation and idiopathic hirsutism. Br Med J (Clin Res Ed), 1986, 293: 355-
359.

Katsikis 1, Mouslech T, Kourtis A, Panidis D, Georgopoulos NA. Oligo-ovulation
or anovulation and hyperandrogenemia contribute to the decreased serum
adiponectin levels in normal-weight women with PCOS with obesity and insulin
resistance. Fertil Steril, 2009, 91: e3; author reply e4.

van Santbrink EJ, Fauser BC. Ovulation induction in normogonadotropic
anovulation (PCOS). Best Pract Res Clin Endocrinol Metab, 2006, 20: 261-270.
Mateos Fournier M. Amenorrhea, hypomenorrhea, and oligomenorrhea. Rev Med
Cubana, 1946, 57: 77-97.

Mateos Fournier M. Menstrual disorders; amenorrhea, hypomenorrhea, and

oligomenorrhea. Ginecol Obstet Mex, 1948, 3: 23-38.

66



56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

Elting MW, Korsen TJ, Rekers-Mombarg LT, Schoemaker J. Women with
polycystic ovary syndrome gain regular menstrual cycles when ageing. Hum
Reprod, 2000, 15: 24-28.

Hart R, Hickey M, Franks S. Definitions, prevalence and symptoms of polycystic
ovaries and polycystic ovary syndrome. Best Pract Res Clin Obstet Gynaecol,
2004, 18: 671-683.

Castelo-Branco C, Steinvarcel F, Osorio A, Ros C, Balasch J. Atherogenic
metabolic profile in PCOS patients: role of obesity and hyperandrogenism.
Gynecol Endocrinol, 2010, 26: 736-742.

Jones H, Sprung VS, Pugh CJ, Daousi C, Irwin A, Aziz N, Adams VL, Thomas
EL, Bell JD, Kemp GJ, Cuthbertson DJ. Polycystic ovary syndrome with
hyperandrogenism is characterized by an increased risk of hepatic steatosis
compared to nonhyperandrogenic PCOS phenotypes and healthy controls,
independent of obesity and insulin resistance. J Clin Endocrinol Metab, 2012, 97:
3709-3716.

Zheng J, Yin Q, Cao J, Zhang B. Obesity contributes more to increasing
ApoB/ApoALl ratio than hyperandrogenism in PCOS women aged 20-38 years in
China. Exp Ther Med, 2017, 13: 1337-1342.

Hart R. PCOS and infertility. Panminerva Med, 2008, 50: 305-314.

McGovern PG, Legro RS, Myers ER, Barnhart HX, Carson SA, Diamond MP,
Carr BR, Schlaff WD, Coutifaris C, Steinkampf MP, Nestler JE, Gosman G,
Leppert PC, Giudice LC, National Institutes for Child H, Human Development-
Reproductive Medicine N. Utility of screening for other causes of infertility in

women with "known" polycystic ovary syndrome. Fertil Steril, 2007, 87: 442-444,

67



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

Balen AH, Tan SL, Jacobs HS. Hypersecretion of luteinising hormone: a
significant cause of infertility and miscarriage. Br J Obstet Gynaecol, 1993, 100:
1082-1089.

Grodstein F, Goldman MB, Cramer DW. Body mass index and ovulatory
infertility. Epidemiology, 1994, 5: 247-250.

Speroff L FM. Klinik Jinekolojik Endokrinoloji Infertilite Ceviri: M. U. Baski.
Ankara, Giines Tip Kitap Evleri, 2007.

Trounson AO, Chamley WA, Kennedy JP, Tassell R. Primordial follicle numbers
in ovaries and levels of LH and FSH in pituitaries and plasma of lambs selected
for and against multiple births. Aust J Biol Sci, 1974, 27: 293-299.

Chapman JC, Min SH, Freen SM, Michael SD. The estrogen-injected female
mouse: new insight into the etiology of PCOS. Reprod Biol Endocrinol, 2009, 7:
47.

Diamanti-Kandarakis E, Kandarakis H, Legro RS. The role of genes and
environment in the etiology of PCOS. Endocrine, 2006, 30: 19-26.

Rodriguez Paris V, Bertoldo MJ. The Mechanism of Androgen Actions in PCOS
Etiology. Med Sci (Basel), 2019, 7.

Buckler HM, Phillips SE, Kovacs GT, Burger HG, Healy DL. GnRH agonist
administration in polycystic ovary syndrome. Clin Endocrinol (Oxf), 1989, 31:
151-165.

Dash RJ, Sialy R, Rao NS. LH and FSH responses to GnRH in health and disease.
J Steroid Biochem, 1985, 23: 823-826.

De Nicolao G, Liberati D, Veldhuis JD, Sartorio A. LH and FSH secretory
responses to GnRH in normal individuals: a non-parametric deconvolution

approach. Eur J Endocrinol, 1999, 141: 246-256.

68



73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

Prelevic G, Vircburger M, Popovic A, Mariankovic Z, Peric L. [Response of LH
and FSH to GnRH in patients with the polycystic ovary syndrome]. Srp Arh Celok
Lek, 1985, 113: 433-442.

Wu C, Wei K, Jiang Z. 5alpha-reductase activity in women with polycystic ovary
syndrome: a systematic review and meta-analysis. Reprod Biol Endocrinol, 2017,
15: 21.

Restuccia DF, Hynx D, Hemmings BA. Loss of PKBbeta/Akt2 predisposes mice
to ovarian cyst formation and increases the severity of polycystic ovary formation
in vivo. Dis Model Mech, 2012, 5: 403-411.

Vigersky RA, Loriaux DL. An androgen binding protein in the cyst fluid of
patients with polycystic ovary syndrome. J Clin Endocrinol Metab, 1976, 43: 817-
823.

Fulghesu AM, Lanzone A, Fortini A, Guido M, Caruso A, Mancuso S. Evaluation
of ovarian and adrenal sources of androgens in women with polycystic ovary
syndrome. Dexamethasone and GnRH-agonist administration. J Reprod Med,
1993, 38: 387-392.

Leondires MP, Berga SL. Role of GnRH drive in the pathophysiology of
polycystic ovary syndrome. J Endocrinol Invest, 1998, 21: 476-485.

Ibanez L, Potau N, Carrascosa A. Insulin resistance, premature adrenarche, and a
risk of the Polycystic Ovary Syndrome (PCOS). Trends Endocrinol Metab, 1998,
9: 72-77.

Nader S. Adrenarche and polycystic ovary syndrome: a tale of two hypotheses. J

Pediatr Adolesc Gynecol, 2007, 20: 353-360.

69



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

van Weissenbruch MM. Premature adrenarche, polycystic ovary syndrome and
intrauterine growth retardation: does a relationship exist? Curr Opin Endocrinol
Diabetes Obes, 2007, 14: 35-40.

Deichsel K, Hoppen HO, Bruckmaier R, Kolm G, Aurich C. Acute insulin-
induced hypoglycaemia does not alter IGF-1 and LH release in cyclic mares.
Reprod Domest Anim, 2005, 40: 117-122.

Monte APO, Barros VRP, Santos JM, Menezes VG, Cavalcante AYP, Gouveia
BB, Bezerra MES, Macedo TJS, Matos MHT. Immunohistochemical localization
of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) in the sheep ovary and the synergistic
effect of IGF-1 and FSH on follicular development in vitro and LH receptor
immunostaining. Theriogenology, 2019, 129: 61-69.

Adashi EY, Hsueh AJ, Yen SS. Insulin enhancement of luteinizing hormone and
follicle-stimulating hormone release by cultured pituitary cells. Endocrinology,
1981, 108: 1441-1449.

Barbieri RL, Makris A, Ryan KJ. Effects of insulin on steroidogenesis in cultured
porcine ovarian theca. Fertil Steril, 1983, 40: 237-241.

Ehrmann DA, Barnes RB, Rosenfield RL. Polycystic ovary syndrome as a form of
functional ovarian hyperandrogenism due to dysregulation of androgen secretion.
Endocr Rev, 1995, 16: 322-353.

Nestler JE, Strauss JF, 3rd. Insulin as an effector of human ovarian and adrenal
steroid metabolism. Endocrinol Metab Clin North Am, 1991, 20: 807-823.

Qu X, Donnelly R. Sex Hormone-Binding Globulin (SHBG) as an Early
Biomarker and Therapeutic Target in Polycystic Ovary Syndrome. Int J Mol Sci,

2020, 21.

70



89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

Nam Menke M, Strauss JF, 3rd. Genetics of polycystic ovarian syndrome. Clin
Obstet Gynecol, 2007, 50: 188-204.

Cadagan D, Khan R, Amer S. Thecal cell sensitivity to luteinizing hormone and
insulin in polycystic ovarian syndrome. Reprod Biol, 2016, 16: 53-60.

Ehrmann DA. Polycystic ovary syndrome. N Engl J Med, 2005, 352: 1223-1236.
Papalou O, Victor VM, Diamanti-Kandarakis E. Oxidative Stress in Polycystic
Ovary Syndrome. Curr Pharm Des, 2016, 22: 2709-2722.

Wu C, Lin F, Qiu S, Jiang Z. The characterization of obese polycystic ovary
syndrome rat model suitable for exercise intervention. PLoS One, 2014, 9:
£99155.

Manneras L, Cajander S, Holmang A, Seleskovic Z, Lystig T, Lonn M, Stener-
Victorin E. A new rat model exhibiting both ovarian and metabolic characteristics
of polycystic ovary syndrome. Endocrinology, 2007, 148: 3781-3791.

Azhary JMK, Harada M, Takahashi N, Nose E, Kunitomi C, Koike H, Hirata T,
Hirota Y, Koga K, Wada-Hiraike O, Fujii T, Osuga Y. Endoplasmic Reticulum
Stress Activated by Androgen Enhances Apoptosis of Granulosa Cells via
Induction of Death Receptor 5 in PCOS. Endocrinology, 2019, 160: 119-132.
Banuls C, Rovira-Llopis S, Martinez de Maranon A, Veses S, Jover A, Gomez M,
Rocha M, Hernandez-Mijares A, Victor VM. Metabolic syndrome enhances
endoplasmic reticulum, oxidative stress and leukocyte-endothelium interactions in
PCOS. Metabolism, 2017, 71: 153-162.

Yao LQ, Kuang JQ, Feng YJ, Yang DZ, Li L, Xu CJ. Characterization of
unilateral polycystic ovary compared with polycystic ovary syndrome. Fertil

Steril, 2006, 85: 805-808.

71



98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

Wang T, Zhang J, Hu M, Zhang Y, Cui P, Li X, Li J, Vestin E, Brannstrom M,
Shao LR, Billig H. Differential Expression Patterns of Glycolytic Enzymes and
Mitochondria-Dependent  Apoptosis in PCOS Patients with Endometrial
Hyperplasia, an Early Hallmark of Endometrial Cancer, In Vivo and the Impact of
Metformin In Vitro. Int J Biol Sci, 2019, 15: 714-725.

Bohovych I, Chan SS, Khalimonchuk O. Mitochondrial protein quality control:
the mechanisms guarding mitochondrial health. Antioxid Redox Signal, 2015, 22:
977-994.

Pickles S, Vigie P, Youle RJ. Mitophagy and Quality Control Mechanisms in
Mitochondrial Maintenance. Curr Biol, 2018, 28: R170-R185.

ter Schegget J, Flavell RA, Borst P. DNA synthesis by isolated mitochondria. 3.
Characterization of D-loop DNA, a novel intermediate in mtDNA synthesis.
Biochim Biophys Acta, 1971, 254: 1-14.

Kornmann B. Quality control in mitochondria: use it, break it, fix it, trash it.
F1000Prime Rep, 2014, 6: 15.

Zemirli N, Morel E, Molino D. Mitochondrial Dynamics in Basal and Stressful
Conditions. Int J Mol Sci, 2018, 19.

Vitali DG, Kaser S, Kolb A, Dimmer KS, Schneider A, Rapaport D. Independent
evolution of functionally exchangeable mitochondrial outer membrane import
complexes. Elife, 2018, 7.

Becker T, Wagner R. Mitochondrial Outer Membrane Channels: Emerging
Diversity in Transport Processes. Bioessays, 2018, 40: e1800013.
Drummond-Main CD, Rho JM. Electrophysiological characterization of a
mitochondrial inner membrane chloride channel in rat brain. FEBS Lett, 2018,

592: 1545-1553.

72



107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

Choo HJ, Kholmukhamedov A, Zhou C, Jobe S. Inner Mitochondrial Membrane
Disruption  Links Apoptotic and  Agonist-Initiated  Phosphatidylserine
Externalization in Platelets. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2017, 37: 1503-1512.
Wei Y, Chiang WC, Sumpter R, Jr., Mishra P, Levine B. Prohibitin 2 Is an Inner
Mitochondrial Membrane Mitophagy Receptor. Cell, 2017, 168: 224-238 e210.
Bragoszewski P, Turek M, Chacinska A. Control of mitochondrial biogenesis and
function by the ubiquitin-proteasome system. Open Biol, 2017, 7.

Melber A, Haynes CM. UPR(mt) regulation and output: a stress response
mediated by mitochondrial-nuclear communication. Cell Res, 2018, 28: 281-295.
Dudek J, Rehling P, van der Laan M. Mitochondrial protein import: common
principles and physiological networks. Biochim Biophys Acta, 2013, 1833: 274-
285.

Pfanner N, Meijer M. The Tom and Tim machine. Curr Biol, 1997, 7: R100-103.
Amchenkova AA, Bakeeva LE, Chentsov YS, Skulachev VP, Zorov DB.
Coupling membranes as energy-transmitting cables. 1. Filamentous mitochondria
in fibroblasts and mitochondrial clusters in cardiomyocytes. J Cell Biol, 1988,
107: 481-495.

Ni HM, Williams JA, Ding WX. Mitochondrial dynamics and mitochondrial
quality control. Redox Biol, 2015, 4: 6-13.

Tilokani L, Nagashima S, Paupe V, Prudent J. Mitochondrial dynamics: overview
of molecular mechanisms. Essays Biochem, 2018, 62: 341-360.

Detmer SA, Chan DC. Functions and dysfunctions of mitochondrial dynamics.

Nat Rev Mol Cell Biol, 2007, 8: 870-879.

73



117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

Alavi MV, Fuhrmann N. Dominant optic atrophy, OPAL, and mitochondrial
quality control: understanding mitochondrial network dynamics. Mol
Neurodegener, 2013, 8: 32.

Mitra K, Rikhy R, Lilly M, Lippincott-Schwartz J. DRP1-dependent
mitochondrial fission initiates follicle cell differentiation during Drosophila
oogenesis. J Cell Biol, 2012, 197: 487-497.

Udagawa O, Ishihara T, Maeda M, Matsunaga Y, Tsukamoto S, Kawano N,
Miyado K, Shitara H, Yokota S, Nomura M, Mihara K, Mizushima N, Ishihara N.
Mitochondrial fission factor Drpl maintains oocyte quality via dynamic
rearrangement of multiple organelles. Curr Biol, 2014, 24: 2451-2458.

Silva Ramos E, Larsson NG, Mourier A. Bioenergetic roles of mitochondrial
fusion. Biochim Biophys Acta, 2016, 1857: 1277-1283.

Anzell AR, Maizy R, Przyklenk K, Sanderson TH. Mitochondrial Quality Control
and Disease: Insights into Ischemia-Reperfusion Injury. Mol Neurobiol, 2018, 55:
2547-2564.

Dahlmans D, Houzelle A, Schrauwen P, Hoeks J. Mitochondrial dynamics,
quality control and miRNA regulation in skeletal muscle: implications for obesity
and related metabolic disease. Clin Sci (Lond), 2016, 130: 843-852.

Mishra P, Chan DC. Metabolic regulation of mitochondrial dynamics. J Cell Biol,
2016, 212: 379-387.

Wai T, Langer T. Mitochondrial Dynamics and Metabolic Regulation. Trends
Endocrinol Metab, 2016, 27: 105-117.

Cho DH, Nakamura T, Fang J, Cieplak P, Godzik A, Gu Z, Lipton SA. S-
nitrosylation of Drpl mediates beta-amyloid-related mitochondrial fission and

neuronal injury. Science, 2009, 324: 102-105.

74



126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

Zepeda R, Kuzmicic J, Parra V, Troncoso R, Pennanen C, Riquelme JA, Pedrozo
Z, Chiong M, Sanchez G, Lavandero S. Drpl loss-of-function reduces
cardiomyocyte oxygen dependence protecting the heart from ischemia-reperfusion
injury. J Cardiovasc Pharmacol, 2014, 63: 477-487.

Mears JA, Lackner LL, Fang S, Ingerman E, Nunnari J, Hinshaw JE.
Conformational changes in Dnml support a contractile mechanism for
mitochondrial fission. Nat Struct Mol Biol, 2011, 18: 20-26.

Sesaki H, Adachi Y, Kageyama Y, Itoh K, lijima M. In vivo functions of Drpl:
lessons learned from yeast genetics and mouse knockouts. Biochim Biophys Acta,
2014, 1842: 1179-1185.

Montessuit S, Somasekharan SP, Terrones O, Lucken-Ardjomande S, Herzig S,
Schwarzenbacher R, Manstein DJ, Bossy-Wetzel E, Basanez G, Meda P,
Martinou JC. Membrane remodeling induced by the dynamin-related protein Drpl
stimulates Bax oligomerization. Cell, 2010, 142: 889-901.

Marchi S, Patergnani S, Pinton P. The endoplasmic reticulum-mitochondria
connection: one touch, multiple functions. Biochim Biophys Acta, 2014, 1837:
461-469.

Richter V, Singh AP, Kvansakul M, Ryan MT, Osellame LD. Splitting up the
powerhouse: structural insights into the mechanism of mitochondrial fission. Cell
Mol Life Sci, 2015, 72: 3695-3707.

Reddy PH, Reddy TP, Manczak M, Calkins MJ, Shirendeb U, Mao P. Dynamin-
related protein 1 and mitochondrial fragmentation in neurodegenerative diseases.

Brain Res Rev, 2011, 67: 103-118.

75



133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

Hermann GJ, Thatcher JW, Mills JP, Hales KG, Fuller MT, Nunnari J, Shaw JM.
Mitochondrial fusion in yeast requires the transmembrane GTPase Fzolp. J Cell
Biol, 1998, 143: 359-373.

Harvey AJ. Mitochondria in early development: linking the microenvironment,
metabolism and the epigenome. Reproduction, 2019, 157: R159-R179.

Baker MJ, Palmer CS, Stojanovski D. Mitochondrial protein quality control in
health and disease. Br J Pharmacol, 2014, 171: 1870-1889.

Dorn GW, 2nd. Evolving Concepts of Mitochondrial Dynamics. Annu Rev
Physiol, 2019, 81: 1-17.

Kiriyama Y, Nochi H. Intra- and Intercellular Quality Control Mechanisms of
Mitochondria. Cells, 2017, 7.

de Brito OM, Scorrano L. Mitofusin 2 tethers endoplasmic reticulum to
mitochondria. Nature, 2008, 456: 605-610.

Shukla P, Mukherjee S. Mitochondrial dysfunction: An emerging link in the
pathophysiology of polycystic ovary syndrome. Mitochondrion, 2020, 52: 24-39.
Salehi R, Mazier HL, Nivet AL, Reunov AA, Lima P, Wang Q, Fiocco A, Isidoro
C, Tsang BK. Ovarian mitochondrial dynamics and cell fate regulation in an
androgen-induced rat model of polycystic ovarian syndrome. Sci Rep, 2020, 10:
1021.

Choi JY, Jo MW, Lee EY, Yoon BK, Choi DS. The role of autophagy in follicular
development and atresia in rat granulosa cells. Fertil Steril, 2010, 93: 2532-2537.
Imai S, Guarente L. NAD+ and sirtuins in aging and disease. Trends Cell Biol,
2014, 24: 464-471.

Finkel T, Deng CX, Mostoslavsky R. Recent progress in the biology and

physiology of sirtuins. Nature, 2009, 460: 587-591.

76



144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

Lin S, Xing H, Zang T, Ruan X, Wo L, He M. Sirtuins in mitochondrial stress:
Indispensable helpers behind the scenes. Ageing Res Rev, 2018, 44: 22-32.
Poulose N, Raju R. Sirtuin regulation in aging and injury. Biochim Biophys Acta,
2015, 1852: 2442-2455.

Tang BL. Sirtl and the Mitochondria. Mol Cells, 2016, 39: 87-95.

Olmos Y, Brosens JJ, Lam EW. Interplay between SIRT proteins and tumour
suppressor transcription factors in chemotherapeutic resistance of cancer. Drug
Resist Updat, 2011, 14: 35-44.

Brunet A, Sweeney LB, Sturgill JF, Chua KF, Greer PL, Lin Y, Tran H, Ross SE,
Mostoslavsky R, Cohen HY, Hu LS, Cheng HL, Jedrychowski MP, Gygi SP,
Sinclair DA, Alt FW, Greenberg ME. Stress-dependent regulation of FOXO
transcription factors by the SIRT1 deacetylase. Science, 2004, 303: 2011-2015.
Kobayashi Y, Furukawa-Hibi Y, Chen C, Horio Y, Isobe K, lkeda K, Motoyama
N. SIRTL1 is critical regulator of FOXO-mediated transcription in response to
oxidative stress. Int J Mol Med, 2005, 16: 237-243.

Liang W, Li X, Li G, Hu L, Ding S, Kang J, Shen J, Li C, Asakawa T. Sirtl/Foxo
Axis Plays a Crucial Role in the Mechanisms of Therapeutic Effects of Erzhi Pill
in Ovariectomized Rats. Evid Based Complement Alternat Med, 2018, 2018:
9210490.

Mitchell SJ, Martin-Montalvo A, Mercken EM, Palacios HH, Ward TM,
Abulwerdi G, Minor RK, Vlasuk GP, Ellis JL, Sinclair DA, Dawson J, Allison
DB, Zhang Y, Becker KG, Bernier M, de Cabo R. The SIRT1 activator SRT1720
extends lifespan and improves health of mice fed a standard diet. Cell Rep, 2014,

6: 836-843.

77



152.

153.

154.

155.

156.

157.

Song SB, Park JS, Jang SY, Hwang ES. Nicotinamide Treatment Facilitates
Mitochondrial Fission through Drpl Activation Mediated by SIRT1-Induced
Changes in Cellular Levels of cAMP and Ca(2). Cells, 2021, 10.

Chen Y, Liang Y, Hu T, Wei R, Cai C, Wang P, Wang L, Qiao W, Feng L.
Endogenous Nampt upregulation is associated with diabetic nephropathy
inflammatory-fibrosis through the NF-kappaB p65 and Sirtl pathway; NMN
alleviates diabetic nephropathy inflammatory-fibrosis by inhibiting endogenous
Nampt. Exp Ther Med, 2017, 14: 4181-4193.

Deng X, Liang X, Yang H, Huang Z, Huang X, Liang C, Kuang Y, Qin Y, Lin F,
Luo Z. Nicotinamide mononucleotide (NMN) protects bEnd.3 cells against H2 02
-induced damage via NAMPT and the NF-kappaB p65 signalling pathway. FEBS
Open Bio, 2021, 11: 866-879.

Spinnler R, Gorski T, Stolz K, Schuster S, Garten A, Beck-Sickinger AG, Engelse
MA, de Koning EJ, Korner A, Kiess W, Maedler K. The adipocytokine Nampt
and its product NMN have no effect on beta-cell survival but potentiate glucose
stimulated insulin secretion. PLoS One, 2013, 8: €54106.

Zapata-Perez R, Tammaro A, Schomakers BV, Scantlebery AML, Denis S,
Elfrink HL, Giroud-Gerbetant J, Canto C, Lopez-Leonardo C, Mcintyre RL, van
Weeghel M, Sanchez-Ferrer A, Houtkooper RH. Reduced nicotinamide
mononucleotide is a new and potent NAD(+) precursor in mammalian cells and
mice. FASEB J, 2021, 35: €21456.

Plaut GW, Plaut KA. A method for the purification of nicotinamide

mononucleotide. Arch Biochem Biophys, 1954, 48: 189-192.

78



158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

Streffer C, Benes J. Nicotinamide mononucleotide. Determination of its
enzymatic formation in vitro and its physiological role for the biosynthesis of
nicotinamide-adenine dinucleotide in mice. Eur J Biochem, 1971, 21: 357-362.
Berger F, Lau C, Dahlmann M, Ziegler M. Subcellular compartmentation and
differential catalytic properties of the three human nicotinamide mononucleotide
adenylyltransferase isoforms. J Biol Chem, 2005, 280: 36334-36341.

Lau C, Niere M, Ziegler M. The NMN/NaMN adenylyltransferase (NMNAT)
protein family. Front Biosci (Landmark Ed), 2009, 14: 410-431.

Petrelli R, Felczak K, Cappellacci L. NMN/NaMN adenylyltransferase (NMNAT)
and NAD kinase (NADK) inhibitors: chemistry and potential therapeutic
applications. Curr Med Chem, 2011, 18: 1973-1992.

Gomes AP, Price NL, Ling AJ, Moslehi JJ, Montgomery MK, Rajman L, White
JP, Teodoro JS, Wrann CD, Hubbard BP, Mercken EM, Palmeira CM, de Cabo R,
Rolo AP, Turner N, Bell EL, Sinclair DA. Declining NAD(+) induces a
pseudohypoxic state disrupting nuclear-mitochondrial communication during
aging. Cell, 2013, 155: 1624-1638.

Kiss T, Nyul-Toth A, Balasubramanian P, Tarantini S, Ahire C, Yabluchanskiy A,
Csipo T, Farkas E, Wren JD, Garman L, Csiszar A, Ungvari Z. Nicotinamide
mononucleotide (NMN) supplementation promotes neurovascular rejuvenation in
aged mice: transcriptional footprint of SIRT1 activation, mitochondrial protection,
anti-inflammatory, and anti-apoptotic effects. Geroscience, 2020, 42: 527-546.
Belenky P, Racette FG, Bogan KL, McClure JM, Smith JS, Brenner C.
Nicotinamide riboside promotes Sir2 silencing and extends lifespan via Nrk and

Urh1/Pnpl/Meul pathways to NAD+. Cell, 2007, 129: 473-484.

79



165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

Canto C, Houtkooper RH, Pirinen E, Youn DY, Oosterveer MH, Cen Y,
Fernandez-Marcos PJ, Yamamoto H, Andreux PA, Cettour-Rose P, Gademann K,
Rinsch C, Schoonjans K, Sauve AA, Auwerx J. The NAD(+) precursor
nicotinamide riboside enhances oxidative metabolism and protects against high-
fat diet-induced obesity. Cell Metab, 2012, 15: 838-847.

Trammell SA, Weidemann BJ, Chadda A, Yorek MS, Holmes A, Coppey LJ,
Obrosov A, Kardon RH, Yorek MA, Brenner C. Nicotinamide Riboside Opposes
Type 2 Diabetes and Neuropathy in Mice. Sci Rep, 2016, 6: 26933.

Zhang H, Ryu D, Wu Y, Gariani K, Wang X, Luan P, D'Amico D, Ropelle ER,
Lutolf MP, Aebersold R, Schoonjans K, Menzies KJ, Auwerx J. NAD(+)
repletion improves mitochondrial and stem cell function and enhances life span in
mice. Science, 2016, 352: 1436-1443.

Uzumcu M, Kuhn PE, Marano JE, Armenti AE, Passantino L. Early postnatal
methoxychlor exposure inhibits folliculogenesis and stimulates anti-Mullerian
hormone production in the rat ovary. J Endocrinol, 2006, 191: 549-558.

Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression data using real-
time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods, 2001, 25:
402-408.

Klein M, Vignaud JM, Hennequin V, Toussaint B, Bresler L, Plenat F, Leclere J,
Duprez A, Weryha G. Increased expression of the vascular endothelial growth
factor is a pejorative prognosis marker in papillary thyroid carcinoma. J Clin
Endocrinol Metab, 2001, 86: 656-658.

Choudhury KR, Yagle KJ, Swanson PE, Krohn KA, Rajendran JG. A robust
automated measure of average antibody staining in immunohistochemistry

images. J Histochem Cytochem, 2010, 58: 95-107.

80



172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

Fauser BC. Reproductive endocrinology: revisiting ovulation induction in PCOS.
Nat Rev Endocrinol, 2014, 10: 704-705.

Glanville EJ, Wilkinson J, Sadler L, Wong TY, Acharya S, Aziz N, Clarke F, Das
S, Dawson J, Hammond B, Jayaprakasan K, Milner M, Shankaralingaiah N,
Farquhar C, Lensen S. A randomized trial of endometrial scratching in women
with PCOS undergoing ovulation induction cycles. Reprod Biomed Online, 2021.

Legro RS. Polycystic ovary syndrome. Phenotype to genotype. Endocrinol Metab
Clin North Am, 1999, 28: 379-396.

Legro RS, Spielman R, Urbanek M, Driscoll D, Strauss JF, 3rd, Dunaif A.
Phenotype and genotype in polycystic ovary syndrome. Recent Prog Horm Res,
1998, 53: 217-256.

Kim JY, Xue K, Cao M, Wang Q, Liu JY, Leader A, Han JY, Tsang BK.
Chemerin suppresses ovarian follicular development and its potential involvement
in follicular arrest in rats treated chronically with dihydrotestosterone.
Endocrinology, 2013, 154: 2912-2923.

Wang Q, Kim JY, Xue K, Liu JY, Leader A, Tsang BK. Chemerin, a novel
regulator of follicular steroidogenesis and its potential involvement in polycystic
ovarian syndrome. Endocrinology, 2012, 153: 5600-5611.

Thessaloniki EA-SPCWG. Consensus on infertility treatment related to polycystic
ovary syndrome. Fertil Steril, 2008, 89: 505-522.

Dumesic DA, Richards JS. Ontogeny of the ovary in polycystic ovary syndrome.
Fertil Steril, 2013, 100: 23-38.

Dumesic DA, Akopians AL, Madrigal VK, Ramirez E, Margolis DJ, Sarma MK,
Thomas AM, Grogan TR, Haykal R, Schooler TA, Okeya BL, Abbott DH,

Chazenbalk GD. Hyperandrogenism Accompanies Increased Intra-Abdominal Fat

81



181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

Storage in Normal Weight Polycystic Ovary Syndrome Women. J Clin
Endocrinol Metab, 2016, 101: 4178-4188.

Chen W, Pang Y. Metabolic Syndrome and PCOS: Pathogenesis and the Role of
Metabolites. Metabolites, 2021, 11.

Walters KA, Bertoldo MJ, Handelsman DJ. Evidence from animal models on the
pathogenesis of PCOS. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab, 2018, 32: 271-281.
Wang Y, Yang Q, Wang H, Zhu J, Cong L, Li H, Sun Y. NAD+ deficiency and
mitochondrial dysfunction in granulosa cells of women with polycystic ovary
syndromedouble dagger. Biol Reprod, 2021, 105: 371-380.

Yi S, Zheng B, Zhu Y, Cai Y, Sun H, Zhou J. Melatonin ameliorates excessive
PINK1/Parkin-mediated mitophagy by enhancing SIRT1 expression in granulosa
cells of PCOS. Am J Physiol Endocrinol Metab, 2020, 319: E91-E101.

Kar UP, Dey H, Rahaman A. Regulation of dynamin family proteins by post-
translational modifications. J Biosci, 2017, 42: 333-344.

Arnoult D, Rismanchi N, Grodet A, Roberts RG, Seeburg DP, Estaquier J, Sheng
M, Blackstone C. Bax/Bak-dependent release of DDP/TIMMS8a promotes Drpl-
mediated mitochondrial fission and mitoptosis during programmed cell death.
Curr Biol, 2005, 15: 2112-2118.

Brooks C, Cho SG, Wang CY, Yang T, Dong Z. Fragmented mitochondria are
sensitized to Bax insertion and activation during apoptosis. Am J Physiol Cell
Physiol, 2011, 300: C447-455.

Karbowski M, Lee YJ, Gaume B, Jeong SY, Frank S, Nechushtan A, Santel A,
Fuller M, Smith CL, Youle RJ. Spatial and temporal association of Bax with
mitochondrial fission sites, Drpl, and Mfn2 during apoptosis. J Cell Biol, 2002,

159: 931-938.

82



189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

Germain M, Mathai JP, McBride HM, Shore GC. Endoplasmic reticulum BIK
initiates DRP1-regulated remodelling of mitochondrial cristae during apoptosis.
EMBO J, 2005, 24: 1546-1556.

Cassidy-Stone A, Chipuk JE, Ingerman E, Song C, Yoo C, Kuwana T, Kurth MJ,
Shaw JT, Hinshaw JE, Green DR, Nunnari J. Chemical inhibition of the
mitochondrial division dynamin reveals its role in Bax/Bak-dependent
mitochondrial outer membrane permeabilization. Dev Cell, 2008, 14: 193-204.
Marsden VS, O'Connor L, O'Reilly LA, Silke J, Metcalf D, Ekert PG, Huang DC,
Cecconi F, Kuida K, Tomaselli KJ, Roy S, Nicholson DW, Vaux DL, Bouillet P,
Adams JM, Strasser A. Apoptosis initiated by Bcl-2-regulated caspase activation
independently of the cytochrome c/Apaf-1/caspase-9 apoptosome. Nature, 2002,
419: 634-637.

Zou H, Yang R, Hao J, Wang J, Sun C, Fesik SW, Wu JC, Tomaselli KJ,
Armstrong RC. Regulation of the Apaf-1/caspase-9 apoptosome by caspase-3 and
XIAP. J Biol Chem, 2003, 278: 8091-8098.

Canto C, Menzies KJ, Auwerx J. NAD(+) Metabolism and the Control of Energy
Homeostasis: A Balancing Act between Mitochondria and the Nucleus. Cell
Metab, 2015, 22: 31-53.

Prolla TA, Denu JM. NAD+ deficiency in age-related mitochondrial dysfunction.
Cell Metab, 2014, 19: 178-180.

Aksoy P, Escande C, White TA, Thompson M, Soares S, Benech JC, Chini EN.
Regulation of SIRT 1 mediated NAD dependent deacetylation: a novel role for the
multifunctional enzyme CD38. Biochem Biophys Res Commun, 2006, 349: 353-

350.

83



196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

Lee IS, Chang JH, Kim DW, Kim SG, Kim TW. The effect of 4-hexylresorinol
administration on NAD+ level and SIRT activity in Saos-2 cells. Maxillofac Plast
Reconstr Surg, 2021, 43: 39.

Rouble AN, Storey KB. Characterization of the SIRT family of NAD+-dependent
protein deacetylases in the context of a mammalian model of hibernation, the
thirteen-lined ground squirrel. Cryobiology, 2015, 71: 334-343.

Hong Y, Nie H, Wei X, Fu S, Ying W. NAD+ treatment can prevent rotenone-
induced increases in DNA damage, Bax levels and nuclear translocation of
apoptosis-inducing factor in differentiated PC12 cells. Neurochem Res, 2015, 40:
837-842.

Klaidman LK, Mukherjee SK, Hutchin TP, Adams JD. Nicotinamide as a
precursor for NAD+ prevents apoptosis in the mouse brain induced by tertiary-
butylhydroperoxide. Neurosci Lett, 1996, 206: 5-8.

Akhtar S, Siragy HM. Pro-renin receptor suppresses mitochondrial biogenesis and
function via AMPK/SIRT-1/ PGC-1alpha pathway in diabetic kidney. PL0S One,
2019, 14: e0225728.

Jiang Y, Chen D, Gong Q, Xu Q, Pan D, Lu F, Tang Q. Elucidation of SIRT-
1/PGC-1lalpha-associated  mitochondrial ~dysfunction and autophagy in
nonalcoholic fatty liver disease. Lipids Health Dis, 2021, 20: 40.
Fernandez-Marcos PJ, Auwerx J. Regulation of PGC-1alpha, a nodal regulator of
mitochondrial biogenesis. Am J Clin Nutr, 2011, 93: 884S-890.

Zhang XX, Wu XS, Mi SH, Fang SJ, Liu S, Xin Y, Zhao QM. Neuregulin-1
promotes mitochondrial biogenesis, attenuates mitochondrial dysfunction, and
prevents hypoxia/reoxygenation injury in neonatal cardiomyocytes. Cell Biochem

Funct, 2020, 38: 549-557.

84



204.

205.

206.

Oanh NTK, Park YY, Cho H. Mitochondria elongation is mediated through
SIRT1-mediated MFNL1 stabilization. Cell Signal, 2017, 38: 67-75.

LiuJ, Xu Y, Wu Q, Ding Q, Fan W. Sirtuinl protects hair follicle stem cells from
TNFalpha-mediated inflammatory stress via activating the MAPK-ERK-Mfn2
pathway. Life Sci, 2018, 212: 213-224.

Long AN, Owens K, Schlappal AE, Kristian T, Fishman PS, Schuh RA. Effect of
nicotinamide mononucleotide on brain mitochondrial respiratory deficits in an

Alzheimer's disease-relevant murine model. BMC Neurol, 2015, 15: 19.

85



EKLER

EK-1. OZGECMIS

Adi Soyadi:  Zeliha YETIM
Dogum tarihi:
Dogum Yeri:
Medeni Hali:
Uyrugu:
Adres:

Tel:
Faks:
E-mail:

Lise:
Lisans:

Yiiksek lisans:

Doktora:

Ingilizce:
Almanca:

Rusca:



mailto:zelihayetim@hotmail.com

EK-2. ETIiK BILDIRIiM VE INTIHAL BEYAN FORMU

k J Grackiote Schoot of 1ealth Sclances

ETIK BILDIRIM VE INTIHAL BEYAN PORMU*

“Ogrencinin Ads ve Soywh Zelihe YETIM
inin Nemanst Ot Nurl KELES
Ana Bilim Dali Histedoji ve Embriyodeji

o‘:.mhwwm Doktomn

Yukarsda bilgilesi verilen tezin mtihel tespit yasstesyls (Tumiting yapilan tarasa somscenda
cide edilen deazerlik oranlan asa@sdaki phidir. Beyan edilen tWigllerin dofru oldudums, aksi hilde
dogacak hukuki sorumluluklan kabel ve beyan edenz.

Ralimler Benzerfik Orami  Maksimum Beazerlik Orastan
1. Girty %0 % 15
L. Genel Bilgiler %2 % 35
11, Materyal ve Metod %29 %35
_IV. Badgular % 3 % 15
V. Tarmgms %1 % 20

Noe: Yeuds keftmeye kandir devzerfikivr ife Begiok, Kaymokea, foimdekiler, Tepekhie, Dizin ve Exier kiyvolars
sarawea degr harahalodilly. Yadaradaks arar denrerlih arawlars yawmsy tek bir hamakior wlen berzerlik
wraniarmin %5 den bk olmamas) gerekir.

Tex Yuzan ’w Tez Dunigmuam

Zeiths YETIM Osman Nuri KELES
3122021 38.12.2021 N
lmza Imax

-

'ut—m“nﬁ-:- P psm—"— TSRl RPN
uys T snin b "

-—

87


90535
Dörtgen

90535
Dörtgen


EK-3. ETIK KURUL ONAY FORMU

ATATURK UNIVERSITES! REKTORLUGK 201
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanhi \
Sayr © 75296309-050.01.04-E.1900107484 01.04.2019

Konu . HADYEK Karar.
TIP FAKULTESI DEKANLIGINA

flgi © 28.03.2019 tarihli ve 42190979-000-E.1900103044 sayih belge.

ilgide kavith yaziniz; Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulumuzun
28.03.2019 tarih ve 4 sayili Oturumunda Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagvuru Formu
ve ekli belgeleri, gerekce. amag, vaklagim ve vontemler dikkate alinarak incelenmig ve
asafiyva ¢ikanlan 81 no'lu karan ile sézkonusu tez ¢ahigmasimin yiratdlmesinin etik
kurallarina uygun olduguna, meveut oy birligi ile karar verilmis olup, ahsmamn Atatiirk
Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Aragtirma Merkezi (ATADEM)
Laboratuarlarinda yiratilmesine ve taahhttname hikamlerine gore ¢alismada kullantlan
hayvanlara ait bilgilerin, T.C, Tarim ve Orman Bakanhif, Doga Koruma ve Milli Parklar
Genel Midirlaganiin, Hayvanlan Koruma Bilgi Sistemi (HAYBIS) ne girilebilmesi igin ekte
sunufan “HADYEK Sonug¢ Raporu”nun Bagkanlhigimiza gonderilmesi hususunda:

Geregini bilgilerinize arz ederim,

Atssiek Tniversites: Vetenner Fakillies 25240 Frursss Ailp Mebaes KOCA
Tel: 190442 2317222 Faks 42231720
Flokmonik Ag: hp:Cwnew stasm edu '8 birm-veleriner-Gakul les E-Posta: velfak iatinm win

Kep Adresd: atausdir ball] kep.tr
1/2

Bu beige, 8070 sayil Elektranix ‘.'."" Ka:‘um_'un 5 ik imza e ¥

dasi geregince givent
hifps Subys. atauni ecu tERMS \Corfirmation ?code~SDOCF 73

88


90535
Dörtgen


TOPLANTI TARIHI :28032019
TOPLANTI SAYISI : 4

KARAR N0 81: Atatark Universitesi Tip Fakoltesi Dekanligy, Temel Tip Bilimleri
Boliimii, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal égretim {ivesi Dr.Ogr.Uyesi Osman Nuri
KELES in yiiriiticilugande, Atatirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Aragtirma
Merkezi (ATADEM) Laboratuarlarinda yuritdlecek olan *Nikotinamid Mononiikleotid
(NMN) ve Nikotiamid Ribozidin (NR) ile Mitokondriyal Stres inhibisyonunun DHEA ile
indiiklenmis Polikistik Over Sendromlu Ratlarda Anovulasyon {zerine Etkilerinin
Aragtinimasi™ isimli tez cahigmasi ile ilgili Tip Fakiiltesi Dekanligimin 28.03 2019 tarih ve
42190979-000-E.1900103044 sayili yaziss ile ekleri gortistldi.

Yapilan gorugmelerden sonra; adi gegen tez ¢aligmasimin yiritilmesinin etk kurallarina
uygun olduguna, ¢cahsma sonucunun Bagkanhimsza bildirilmesine, mevcut oy birlii ile
kabuliine; karar verildi,

Ek : Sonug¢ Raporu. | Adet.

Flobmonik Ag: hip:Oweow ataum et/ 8 birmr-vpleriner- Gakulles E-Postr: velfak atinm win o
Kep Adrest: atausdis ol kep.tr

Atk Universite: Vetenner Fakillie 25240 Ersures Hily Mehaes KOCA
Tel: 190442 2317222 Faks 90 442 2317244

89



