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ÖZET 

 

Nikotinamid Mononükleotid (NMN) ve Nikotinamid Ribozid (NR) ile 

Mitokondriyal Stres İnhibisyonunun DHEA ile İndüklenmiş Polikistik Over 

Sendromlu Ratlarda Anovulasyon Üzerine Etkilerinin Araştırılması  

 

Amaç: Bu çalışmada deneysel PKOS modelinde granüloza hücrelerinde oluşan 

mitokondriyal stres ve buna bağlı anovulasyon üzerine NMN ve NR’nin tedavi edici 

etkilerinin olup olmadığını araştırmak amaçlandı. 

Materyal ve Metot: Çalışmada, ağırlıkları 40-60 gram arasında değişen 21 günlük 

20 adet Sprague-Dawley cinsi dişi sıçan kullanıldı. Sıçanlar rastgele 4 gruba ayrıldı. Kontrol 

grubu haricindekilere 21 gün boyunca Dehidroepiandrosteron (DHEA) verilerek PKOS 

modeli oluşturuldu. NMN grubuna 17 gün 500 mg/kg intraperitoneal olarak NMN, NR 

grubuna 7 gün oral olarak 200 mg/kg NR uygulandı. Sıçanlar 37. gün sakrifiye edildi ve 

alınan overler histopatolojik, immünohistokimyasal ve biyokimyasal olarak değerlendirildi. 

Mitokondriyal dinamikleri değerlendirmek için Drp1, Mfn1 ve Mfn2 gen ekspresyon 

seviyeleri RT-PCR ile tespit edildi. 

Bulgular: LH/FSH oranı PKOS grubunda yüksekti, fakat NR ve NMN gruplarında 

kontrol grubu deneklerinin değerlerine yakındı. Histolojik kesitlerde PKOS grubunda 

fazlasıyla kistik yapı mevuttu, apoptotik hücreler mevcutken teka hücre tabakasında 

kalınlaşmalar mevcuttu. NMN ve NR gruplarında ise bu hasarların önemli ölçüde azaldığı, 

gözlendi. İmmünohistokimyasal değerlendirmede PKOS grubunda Drp1 pozitifliği 

yoğunken kontrol, NMN ve NR gruplarında ise Mfn1 pozitifliği yoğun idi. Mfn2 pozitifliği 

tüm gruplarda orta derecede izlendi. RT-PCR analizlerinde PKOS grubunda Drp1’in arttığı, 

Mfn1’in azaldığı görülürken, NMN ve NR uygulanan gruplarda Drp1’in azaldığı, Mfn1’in 

ise yükseldiği görüldü. Gruplar arasında Mfn2 ekspresyonları açısından istatistiksel bir 

anlamlılık bulunmadı. 

Sonuç: Bu sonuçlar NMN ve NR’nin PKOS modelinde meydana gelen mitokondri 

stresini inhibe edebileceğini ve anovulasyon üzerine iyileştirici etkilerinin olabileceğini 

göstermektedir. 

Anahtar Kelimeler: anovulasyon, mitokondri stresi, NMN, NR, PKOS 
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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, Drp1, Mfn1 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 

Drp1 positivity was intense in the PCOS group, Mfn1 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 Drp1 increased and Mfn1 decreased in PCOS group, 

while Drp1 decreased and Mfn1 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. GİRİŞ 

Polikistik over sendromu (PKOS) dişi üreme endokrinolojisinin toplumda sık 

görülen bir bozukluğudur. Bu bozukluk hiperandrojenizm, infertilite, kronik 

anovulasyon, endometrium ve over kanseri, hirşutizm ile seyreden ve artmış insülin 

direnci, Tip 2 Diyabetes Mellitus, kardiyovasküler hastalıklar gibi hastalıklara sebep 

olabilen endokrinolojik ve metabolik bir hastalıktır.1-4 Bu hastalarda hastalarda 

ovulasyonun gerçekleşmemesi ve korpus luteum oluşmamasından ötürü progesteron 

seviyeleri düşüktür. Düşük progesteron seviyeleri hipofiz hormon salınım amplitüdü ve 

frekansını artırarak lüteinleştirici hormon (LH) salınımında artışa, folikül uyarıcı 

hormon (FSH) salınımında baskılanmaya sebep olur.5-8 Artan LH/FSH oranı 

yumurtalıklarda LH reseptörlerine sahip teka hücrelerinde androjen üretilmesini 

artırken, FSH reseptörlerine sahip granüloza hücrelerinde mitozun durmasına ve 

apoptotik hücre ölümüne neden olur.9 Yüksek LH/FSH oranı ve androjenlerin kronik 

anovulasyona sebep olduğu bilinen bir gerçektir fakat bu süreci hangi mekanizmaların 

başlattığı tam olarak çözülememiştir. Bu patolojik sürecin başlangıcı ile ilgili literatürde 

birçok mekanizma ileri sürülmektedir. Bunlardan bir kaçı hiperinsülinemiye bağlı teka 

hücrelerinde androjen üretiminin artması, overlerde düşük yoğunluklu kronik 

inflamasyon ve reaktif oksijen türlerinin artması, foliküler hücrelerde azalan adenozin 

trifosfat (ATP) üretimi ve artan apopitotik hücre ölümüdür.10-14 Bu mekanizmaların 

çoğunlukla granüloza ve teka hücrelerindeki mitokondrilerin fonksiyonlarıyla ilişkili 

olma ihtimali, son yıllarda PKOS etiyolojisinde mitokondriyal stresi önemli bir 

araştırma konusu haline getirmiştir.15, 16 Literatürde PKOS ile ilişkili olarak over 

dokusunda mitofaji, otofaji ve apoptotik hücre ölümü iyi bir şekilde anlaşılmasına 

rağmen bu patolojik süreçlerle kuvvetli ilişkili olan mitokondriyal fisyon ve füzyon 

dinamikleri yeterince araştırılmamıştır.17, 18 
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Mitokondriler hücredeki birincil enerji jeneratörleridir ve aynı zamanda serbest 

radikallerin ana kaynağı ve hedefidirler.19 Mitokondriyal kalite; mitokondriyal 

deoksiribo nükleik asit (DNA), lipitler, proteinler ve metabolitlerin karışmasına izin 

veren mitokondriyal füzyon ve mitokondrinin mitofajiyle seçici olarak çıkarılmasını 

sağlayan mitokondriyal fisyon ile korunur.18 Mitokondriyal stresin şiddetlenmesine 

bağlı olarak mitokondriyal fisyon ve füzyon homeostazının bozulması folikül 

mikroçevresinde apopitozu uyararak hem folikül gelişiminin durmasına hem de oosit 

kalitesinin azalmasına; dolayısıyla ovulasyonda bozukluklara veya infertiliteye neden 

olur.18, 20 Mitokondriyal fisyon ve füzyon homeostazı, sağlıklı foliküler gelişimin 

sürdürülmesi için çok önemlidir ve farklı hayvan türlerinde yapılan çalışmalarda bu 

dengenin bozulması sonucu granuloza hücrelerinde azalan proliferasyon ve azalan 

apoptoza direnç ile oositte çoklu organel agregasyonları, mitokondriyal deformiteler ve 

folikül büyümesinin durması gibi patolojiler tespit edilmiştir.14, 18, 21 

Nikotinamid Mononükleotit (NMN) ve Nikotinamid Ribozid (NR) B3 vitamini 

metabolitidirler ve hücresel enerji kaynağı olarak bulunurlar.22 Nikotinamid 

mononükleotitin NAD+ / NADH (Nikotinamid Adenin Dinükleotit / Nikotinamid 

Adenin Dinükleotit Hidrit) oranını normalleştirdiği ve buna bağlı olarak mitokondriyal 

fisyon ve füzyon homeostazının sürdürülmesinde rolü olduğu bilinen bir gerçektir.22 

NR, NAD+ öncüsü olarak işlev görür ve çeşitli fizyolojik işlemlere aracılık eder.23 

Nikotinamid mononükleotit veya nikotinamid ribozid ile tedavi edilen farelerde, artmış 

NAD+ seviyesinin, Sirtuin1’e (SIRT1) bağlı olarak mitokondriyal fonksiyonu 

geliştirdiği ve metabolik hasara karşı koruduğu ortaya çıkmıştır.24-28 

Bu tez çalışmasında, PKOS patogenezinde granüloza hücrelerinde görülen 

mitokondri stresi üzerine NMN ve NR ile foliküllerde mitokondriyal fisyon ve füzyon 

homeostazının sürdürülmesi ve bu maddelerin anovulasyon üzerine iyileştirici 
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etkilerinin araştırması hedeflenmiştir. Bu amaçla androjenize edilerek PKOS modeli 

oluşturulmuş sıçanlarda, NMN ve NR ile granüloza hücrelerindeki mitokondriyal 

dinamikleri modüle ederek bu maddelerin anovulasyon üzerine iyileştirici etkilerinin 

tespiti ve moleküler yolaklarının aydınlatılması, böylece tanı ve tedavide yeni umutların 

doğması amaçlanmaktadır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Polikistik Over Sendromu 

2.1.1. Polikistik Over Sendromunun Tanımı ve Tarihçesi 

Polikistik over sendromu (PKOS) olağan olarak ergenlik döneminde olmak üzere 

üreme çağının her hangi bir döneminde görülebilen, kronik, etiyolojisi bilinmeyen, 

heterojen etiyolojisi olduğu düşünülen, menstrüel düzensizlik, kronik anovulasyon ve 

hiperandrojenizm (sivilce, erkek tipi saç dökülmesi ya da hormonal olarak artmış serum 

androjen konsantrasyonu) gibi belirtiler gösteren ve Cushing sendromu,  

hiperprolaktinemi, tiroid hastalığı ve androjen üreten tümörler gibi diğer faktörlerle 

ayırıcı tanısı yapılması gereken bir klinik tablo şeklinde tanımlanmaktadır. Polikistik 

over sendromunda, 12 ya da daha fazla sayıda 2-9 milimetre çapında değişen 

çatlamamış folikülleri içeren ovver yapıları mevcuttur.1, 2, 29-32  

Polikistik over sendromu santral sinir sistemi, hipofiz, yumurtalıklar, adrenal 

bezler ve ekstraglanduler dokular arasındaki ilişkilerin bozulması nedeniyle ortaya 

çıkar.33, 34 Kronik anovulatuvar kadın infertilitesinin en sık nedeni olan PKOS 

multisistemik, reprodüktif ve endokrin bir sendrom olarak Tip II diyabet, 

kardiyovasküler sistem hastalıkları, dislipidemi ve endometriyum kanseri gibi uzun 

dönem ciddi sağlık sorunları ile de ilişkisi olabilen önemli bir sağlık sorunudur.31 

Geçmişi oldukça eskiye dayanan PKOS’un bilinen en eski hastaları M.Ö. 470- 

366 yılları arasında erkeksi kadınlar olarak tanımlanan ve PKOS belirtileri gösteren 

bireylerdir. 1844’te bazı hastaların yumurtalıklarında kistik yapılar izlenmiştir. Bu 

hastalıkla ilgili yayınlanmış ilk çalışma 1935’te Stein ve Leventhal’in yaptığı 

çalışmadır. Bu çalışmada genişlemiş çok sayıda kist içeren overleri olan, kıllanma 

sorunu ve oligo-amenore şikayetleri bulunan 7 kadında ilk kez kistik overler ile ilgili 

sendromik sorunlar incelenmiştir.35, 36 1958’de PKOS’lu kadınlarda serum androjen 
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seviyesinin oldukça yüksek olduğu fark edilmiş ve 1980’de insülin direncinin PKOS’u 

indükleyici etkisi bilime kazandırılmıştır. 1981’de ultrason ile gözlenen kistik yapılar 

göze çarpmış ve 1985 yılında kistler tanı kriteri olarak kabul görmüştür. Polikistik over 

sendromunun net olarak tanımlanması ve kıstaslarının oluşturulması 1990 yılında 

National Institute of Health tarafından gerçekleştirilmiş ve 2003 yılında Rotterdam 

konferansında tekrar düzenlenmiştir.31, 37 

2.1.2. PKOS’un Prevalansı 

Polikistik over sendromunun görülme sıklığı ülkelere göre değişken bir tablo 

gösterebilir. Bunun nedeni klinik ve biyokimyasal özelliklerin, ırk ve etnik kökene göre 

farklılık göstermesi, tanı kriterlerinde fikir birliği sağlanamaması ve hormonal 

değişimlerdeki farklılıklar olabilir. Amerikan Ulusal Sağlık Enstitüleri (NIH) ölçütlerine 

göre PKOS’un toplumda görülme sıklığı %7-8,7 iken, Rotterdam ölçütlerine göre bu 

oran %18, Androgen Excess Society (AES) ölçütlerine göre %12 civarındadır.38, 39 

Prevalans yaşa göre de değişkenlik göstermekte olup genç kadınlarda, 35 yaş üstü 

kadınlara göre daha yüksek olabilir. 40 Obezite bu oranı %28’lere yükseltmektedir.41 

Dünya Sağlık Örgütü’nün (WHO-II) ovulasyon bozukluğu olan hastalar üzerinde 

yaptığı kohort çalışmasında, PKOS prevalansının Rotterdam kriterlerine göre %60, NIH 

kriterlerine göre ise %55 olduğu ortaya çıkmıştır. Bu durum Türkiye nüfusuna 

oranlandığında neredeyse 1 milyon PKOS hastası olduğu tahmin edilebilmektedir. 

Diğer ölçütler özellikle de Rotterdam ölçütleri kullanıldığında bu oran %20-60 civarına 

yükselmektedir.38, 42 

2.1.3. PKOS’un Tanı Kriterleri 

Polikistik over sendromu çeşitli bozuklukların ve genetik etkenlerin sinerjistik 

etkisi sonucu meydana geldiği düşünülen multifaktöriyel bir hastalıktır. Şimdiye kadar 

PKOS ile ilgili pek çok çalışma yapılmasına rağmen etiyolojisi hala belirsizdir.43 
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Polikistik over sendromu ile ilgili bir çok tanım yapılmış ve tıbbi tanıyı mutlak 

olarak çizen sınırlar kesin olarak ortaya konulamamıştır. Son yıllarda PKOS için 

yapılan 3 temel tanımlama; 

1- 1990’da National Institue of Health (NIH): 

- Kronik anovulasyon 

 -Klinik ya da biyokimyasal hiperandrojenizm (Diğer nedenler elendikten 

sonra yukardaki iki kıstasın olması tanı için yeterlidir).44  

2- 2003’te European Society for Human Reproduction and Embryology 

(ESHRE) ve American Society for Reproductive Medicine (ASRM) 

(2003 Rotterdam Ölçütleri): 

-Oligo/anovulasyon , 

-Hiperandrojenizm, 

-Polikistik over morfolojisi , 

Cushing sendromu, non-klasik adrenal hiperplazi, over-adrenal tümörler gibi 

nedenler elendikten sonra yukardaki üç kıstastan ikisi tanı için yeterlidir.31 

3- 2006’da Androgen Excess Society (AES): 

- Hiperandrojenizm (Hirşutizm veya hiperandrojenemi), 

 -Overlerin işlev bozukluğu ya da polikistik overler.45 

2.1.4. PKOS’ ta Klinik 

Belirtiler menarşla başlamakta fakat hastalığın seyrini çeşitli faktörler 

etkilemektedir. Özellikle erken yaşlarda mestrüel düzensizlikler çok fazla olmakta, daha 

ileri yaşlardaysa hirşutizm ve infertilite ön planda olmaktadır. 12, 46, 47 

Polikistik over sendromunda esas bulgu anovulasyon olup düzensiz menstrüel 

siklus, oligomenore veya amenore şeklindedir. Sürekli anovulasyon infertilite, amenore 

veya disfonksiyonel kanama gibi çeşitli menstrüel kanama problemleri, hirşutizm, 
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sivilce, endometrium kanseri ve meme kanseri riskinde artış, kardiovasküler sistem 

hastalıklarında artış gibi hastalık ve rahatsızlıklara yol açabilmektedir.46-50 

Polikistik over sendromunda menstrüel bozukluk düzensiz, uzun aralıklarla 

kanama veya adet kanamasının olmaması şeklindedir. Anovulatuar kanamalar için tipik 

olan, premenstrüel belirtilerin öncülük etmediği, beklenmeyen kanamalar meydana 

gelmesidir. Kanama genellikle fazla değildir, fakat belirgin endometrial hiperplazisi 

olan hastalarda anemi, ortostatik hipotansiyon gelişebilecek kadar fazla miktarda 

meydana gelebilir.51-53 Oligomenore, peripubertal başlangıçlı ve menarştan itibaren 

yılda 6 defadan az adet görme şeklinde tanımlanmıştır. Amenore ise, gebelik yoksa 3 ay 

veya daha fazla süre adet kanamasının olmamasıdır.54, 55 Polikistik over sendromunda 

yaklaşık %20 oranında amenore görülürken, vakaların %5-10’unda adetler düzenlidir. 

Ek olarak, nedeni bilinmeyen PKOS’ta hastaların geç üreme dönemlerinde adetleri 

düzenli hale gelebilmektedir.56, 57 

Polikistik over sendromundandaki bir başka bulgu da hiperandrojenizmdir.11, 58 

Bunun en yaygın belirtisi hirşutizm olmakla birlikte sebore, sivilce, alopesi ya da 

hidroadenitis süpürativa da görülebilir. Hirşutizm, kadınlarda kıllanmanın normalde çok 

az olduğu ya da hiç olmadığı androjene bağımlı bölgelerde koyu ve kalın kılların 

artması olarak ifade edilir. Kadınların ortalama %70’inde hirşutizm görülürken, daha 

azı ise sivilcelidir.29, 47, 51 Polikistik over sendromu tanısı konmuş olguların %40-60’ı 

obez, % 60-90’ı hirşut, % 50-90’ı amenoreiktir. %55-70’inde kısırlık sorunu vardır.42, 58-

60 

Polikistik over sendromunda kısırlığın ana sebebi anovulasyondur.61, 62 Polikistik 

over sendromlu kadınlarda PKOS olmayanlara göre daha fazla düşük yapma riski 

olduğu görülmüştür. Bu neticenin PKOS’taki yüksek luteinleştirici hormon seviyesi 
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sonucunda bozulmuş oosit ve embriyo kalitesine bağlı olabileceği düşünülmektedir.42, 61, 

63 

Polikistik over sendromlu kadınlar normal kadınlara oranla daha obezdirler.10, 59 

Adipoz dokuda, aktif steroid üretimi gerçekleşmekte olup önemli androjenler 

östrojenlere (aromataz aktivitesi), östradiol östrona ve dehidroepiandrostenedion 

androstenediole çevrilmektedir. Araştırmalar; artmış vücut kitle indeksi ile kısırlık 

insidansında artış olduğunu göstermektedir. 64 

2.1.5. PKOS’un Fizyopatolojisi 

Olağan menstrüel döngüde menstruasyondan hemen önce ve menstrüasyon 

esnasında östrojen, progesteron ve inhibinin negatif geribildirimi biter ve ardından 

hipofizden FSH salınımı artar. Bu artma foliküler gelişim ve steroidogenez için 

mecburidir. Folikülün gelişmesiyle folikül içinde meydana gelen otokrin-parakrin 

etkenler FSH’ya olan foliküler duyarlılığı sürdürür.65 Bu da folikülün mikro 

çevresindeki androjenik üstünlüğün östrojenik üstünlüğe dönüşmesini sağlar. Aktivin ile 

FSH’nın beraber etki göstermesi, yumurtlama ve luteinizasyon için mecburi olan, 

granuloza hücreleri üzerinde bulunan luteinizan hormon reseptörlerinin ortaya 

çıkmasına neden olur. Serum östradiol (E2) düzeyinin birden yükselmesi ovulasyonu 

tetikler.65, 66 Hipofizin ön lobu ve büyük ihtimalle hipotalamus üzerinde oluşturulan bir 

pozitif geribildirim ile döngü ortasında luteinleştirici hormon salınımı, yumurtanın 

atılması ve korpus luteumun meydana gelmesi sağlanır. Ovulasyon ile birlikte östradiol 

seviyesinde ikinci bir yükselme ve progesteronun artması ile beraber düşük LH ve FSH 

seviyeleri ile 14 günlük luteal faz meydana gelir. Korpus luteumun işlevini kaybetmesi 

ile hormon seviyeleri düşer, folikül uyarıcı hormon yükselmeye başlar ve yeni bir döngü 

başlar.65 
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Polikistik over sendromunun fizyopatolojisi hakkında literatürde bilgi olmasına 

rağmen etyolojisi henüz aydınlatılamamıştır. Zamanla birçok bilim adamı sendromun 

kendi bileşenlerine ek olarak metabolik, nöroendokrin ve adrenal bez anormalliklerinin 

de eşlik ettiğini ispatlanmış fakat PKOS’ta altta yatan patofizyolojik mekanizma henüz 

tam olarak açıklanamamıştır. Polikistik over sendromu birkaç sistemin çalışmasındaki 

kusurların sinerjik etkisi ile meydana gelen, çok etkenli bir hastalık olarak düşünülebilir. 

Bu patogenezdeki olaylar hipotalamo-hipofizer disfonksiyon, egzajere adrenarş, insülin 

direnci, obezite, genetik faktörler ve over patolojisidir.3, 34, 67-69 

2.1.5.1. Hipotalamo-Hipofizer Disfonksiyon 

Menstrual döngünün gerçekleşmesi için hipotalamik arkuat çekirdekten 

gonadotropin salgılatıcı hormonun (GnRH) düzenli aralıklarla salınımı gerekir. Bu 

hormon ön hipofizden gonadotropin (LH ve FSH) salgılatır. FSH ve LH 

yumurtalıklarda östrojen ve progestron döngüsünü düzenler.70, 71 Luteinleştirici hormon 

salınımı foliküllerdeki teka hücrelerinden androjen öncüllerinin salınımını sağlar. FSH 

tarafından uyarılan granüloza hücreleri aromotaz etkisi ile bu androjen öncüllerini 

östrojene dönüştürür. Östrojen miktarının yükselmesi bir folikülün olgunlaşmasını 

başlatır, daha sonra negatif geribildirim mekanizmasını çalıştırır ve FSH baskılanır.71, 72 

Polikistik over sendromlu kadınlardaki anovulasyonda, gonadotropin salgılanmasında 

bozukluk vardır. Sürekli yüksek seviyelerdeki serbest östrojen doğrudan gonadotropin 

üretimine etki ederek GnRH’ın kendi GnRH reseptörlerini sayıca çoğaltarak hipofizer 

duyarlılığı arttırabilir. Gonadotropin salgılatıcı hormonun düzenli salınımındaki 

değişiklikler, FSH’ya oranla LH’nın baskın üretilmesine sebep olur. 70, 73 Luteinleştirici 

hormon, yumurtalıklarda androjen üretimini uyarırken, göreceli FSH düşüklüğü 

granüloza hücrelerinde aromataz enziminin uygun bir şekilde uyarılmasını engeller ve 

5-alfa-redüktaz yolağının başlatılmasına sebep olur. Dolayısıyla androjenin etkin 
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östrojen olan östradiole dönüşmesi azalır.74 Yüksek serum androjenleri (özellikle 

androstenedion), periferde östrojenlere, öncelikle östrona, dönüşür. Bu şekilde yani 5-

alfa-redüktaz yolağının sonunda oluşan östrojen, FSH’yı yeterince baskılayamaz ve 

foliküllerin gelişimi devam eder.74 Fakat sağlıklı olmayan gelişim süreci yüzünden 

foliküller 2-5 mm çapında kalırlar ve kistik yapıları oluştururlar.13, 75, 76 Östrojenin bu 

şekildeki dönüşümü öncelikle yağ dokusunun stromal hücrelerinde meydana 

geldiğinden östrojen üretimi PKOS’lu obez kadınlarda daha sık görülür. Yüksek 

östrojen seviyesi, hipotalamus ve hipofizin kronik negatif geri bildirimi ile sonuçlanıp 

gonadotropin salınım hızında ve miktarında değişikliğe sebep olmaktadır. Göreceli LH 

yüksekliği teka hücrelerinde androstenedion başta olmak üzere androjen yapımını 

arttırır. Neticede daha fazla androstenedion periferal dokularda testosterona dönüşür.77, 

78 

2.1.5.2. Egzajere Adrenarş 

Polikistik over sendromu sadece peripubertal aşırı adrenarş ve fizyojik insülin 

direnci beraber görülünce meydana gelir. Patolojik mekanizmanın pubertede başlaması 

önemlidir. Aşırı adrenarş teorisine göre PKOS’a yakalanmaya aday olan ergenler 

adrenarşı abartılı yaşarlar. Bu kişilerde bütün androjenik hormonların seviyesi yükselir. 

Yüksek adrenal androjenler periferde östrojene çevrilip hipofizin GnRH hassasiyetini 

artırıp luteinleştirici hormon salınmasını artırır.79-81 

2.1.5.3. İnsülin Direnci  

İnsülin direnci, mevcut insülin miktarına karşılık azalmış glukoz cevabı olarak 

tanımlanır. İnsülin direnci ve artmış LH seviyesi PKOS’ta sık görülür. Polikistik over 

sendromlu kadınlarda, olmayanlara kıyasla daha yüksek derecede insülin direnci ve 

buna bağlı gelişen hiperinsülinemi görülmektedir.11, 79 Bu hastaların %50’sinde insülin 

bağlanması, insülin reseptörlerinin otofosforilasyonu ile glukoz taşınmasında aksama 
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olmaktadır. İnsülin, yumurtalıklarda insülin reseptörünü ve insülin benzeri büyüme 

faktörü (IGF) reseptörünü aktifleştirerek gonadotropin salınmasını etkiler. Artmış 

insülin salınımı IGF-1 inhibe edici insülin benzeri bağlacı protein 1‘i (IGFBP-1) inhibe 

eder ve böylece IGF-1 sentezinin artmasına neden olur. IGF-1 artışı LH seviyesini 

artırarak serbest testosteron salgılanmasını uyarır.82, 83 Yüksek doz insülin salınması 

karaciğerde seks hormonu bağlayıcı globülin (SHBG) seviyesini düşürür. Bu düşüş 

serbest testosteron seviyesini yükselterek, adrenal bezden ve overlerdeki teka 

hücrelerinden androjen sentezini arttırmaktadır.82-88 

2.1.5.4. Obezite 

Obezitenin sebep olduğu değişiklikler:  

- Periferal aromatizasyon ile androjenlerin östrojenlere dönüşmesini artırır.  

- Seks hormonu bağlayıcı globülin yapımı azalır, dolayısısyla serbest östradiol ve 

testosteron seviyelerini yükseltir.  

- İnsülin direncine neden olarak ovaryan androjen yapımını artırır.42 

2.1.5.5. PKOS Genetiği 

Polikistik over sendromunun oluşmasında rol oynayan genler henüz 

tanımlanmamış olmasına rağmen, yapılan araştırmalara göre PKOS’un otozomal 

dominant kalıtıldığı düşünülür ancak PKOS gelişiminde tek bir genden çok multigenik 

özellik rol oynamaktadır.89 

2.1.5.6. Over Patolojisi 

Polikistik over sendromlu hastalarda ovulasyonun gerçekleşmemesi ve buna 

bağlı olarak korpus luteum oluşamamasından dolayı progesteron seviyeleri düşüktür. 

Düşük progesteron seviyeleri hipofiz hormonu salınım amplitüdü ve frekansının 

artışına, LH salınımında artışa, FSH salınımında baskılanmaya sebep olur.5 Artan 

LH/FSH oranı yumurtalıklarda LH reseptörlerine sahip teka hücrelerinde androjen 
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üretimini artırken, FSH reseptörlerine sahip granüloza hücrelerinde mitozun durmasına 

ve apopitoza neden olur.90 Ayrıca, over içerisinde artan androjenler normal folikül 

gelişimin yavaşlamasına veya duraksamasına sebep olduğu için büyüyüp çatlaması 

gereken foliküller, overlerde çatlamadan milimetrik kistler halinde kalır. Bu sürecin 

aylık olarak tekrarlanması halinde overlerde kistlerin sayısı artar. Bu hormanal kısır 

döngü kronik anovulasyonun devam etmesinin temel nedenlerinden biridir.77, 91 

Polikistik over sendromlu overlerde foliküllerin gelişme evrelerindeki 

değişiklikler sebebi ile kortekste içleri folikül sıvısı ile dolu çok fazla kistik yapı 

mevcuttur. Overlerde kistik yapılar sebebi ile korteks hacmi genişler, tunica albugenea 

ise kalınlaşır.12, 13, 78, 92 Kistik folikül yapısının belirlenmesi biraz zorludur. Çünkü 

kistlerin özellikleri literatürde yer alan çalışmalarda ayrı ayrı tanımlanmıştır, ancak 

karakteristik özellikleri her tanımlamada vardır. Kistik yapılar olgun foliküle göre çok 

ince bir granüloza tabakasına sahiptir ve teka tabakaları epeyce kalındır.13, 93 Buna ek 

olarak folikül sıvısı içinde makrofajlar ve doku kalıntıları bulunurken bazı kistik 

foliküllerin duvarlarında gelişmiş damarsal yapılar ve luteinize hücreler de 

görülebilir.12, 13, 78, 92, 94 

Polikistik over sendromlu overler elektron mikroskobu ile incelendiğinde zona 

pellusida kalınlığı, kaba endoplazmik retikulum ağı ve mitokondrionlar üzerine etkileri 

olduğu görülür. Çalışmalar PKOS’lu bireylere ait overlerin daha genişlemiş bir 

endoplasmik retikulumları olduğunu, dahası bu organellerde yer yer kırılmalar 

olduğunu ortaya çıkarmıştır.13, 95, 96 Polikistik over sendromunda stromal hücrelerin 

sitoplazmalarının genişlemesinin yanı sıra mitokondrilerde de genişleme meydana 

gelmekte, hasarlı ve kırık krista yapıları dikkat çekmektedir. Sık rastlananmasa da 

sitoplazmada yağ damlacıkları ve yapısı bozulmuş vakuoller de görülebilmektedir.97  



 

13 

 

Polikistik over sendromunda artan LH/FSH ve androjenlerin kronik 

anovulasyona yol açtığı bilinmekle beraber bu süreci hangi mekanizmaların başlatığı 

tam olarak aydınlatılamamıştır. Bu patofizyolojik sürecin başlangıcı ile ilgili öne 

sürülen mekanizmaların başlıcaları; hiperinsülinemiye bağlı teka hücrelerinde androjen 

üretiminin artışı, overlerde düşük yoğunluklu kronik inflamasyon ve reaktif oksijen 

türlerinin artması, foliküler hücrelerde azalan ATP üretimi, foliküler hücrelerde artan 

apoptotik hücre ölümüdür.10-12, 14, 98 Bu mekanizmaların çoğunlukla granüloza ve teka 

hücrelerindeki mitokondrilerin işlevleri ile ilişkili olma ihtimali PKOS ile ilgili 

araştırmalarda mitokondriyal stresin önemini artırmıştır. 

2.2. Mitokondriyon 

Mitokondri tüm ökaryotik hücrelerde bulunan, dinamik, semiotonom bir 

organeldir. Endosimbiyotik kurama göre α-probakterinin pre-ökaryotik hücrelerin içine 

girmesiyle oluşan bu kimerik yapı, moleküler oksijeni kullanabilir hale getirerek 

hücreye enerji sağlamaya başlamış ve karşılığında da korunaklı bir ortamda hazır 

besinlerden yararlanmış ve zaman içinde mitokondriye dönüşmüştür.99, 100  

Çift katlı zarı olan mitokondriler endosimbiyotik kökenli oldukları için 

kendilerine ait mitokondriyal DNA’ya (mtDNA) sahiptirler.19, 101 Hücrelerdeki ATP 

üretiminin büyük bir bölümü burada üretildiği için hücrenin enerji merkezidirler. Buna 

ilaveten hücre içi kalsiyum (Ca+2) ve demir homeostazı, redoks sinyalizasyonu, 

aminoasit ve lipit metabolizması, apoptoz, mitokondriyal kalıtım ve doğuştan gelen 

bağışıklığın düzenlenmesinde rol almaktadırlar.102, 103 

2.2.1. Mitokondriyonun Yapı ve Özellikleri 

Mitokondriyon; mitokondriyal dış zar, zarlar arası boşluk, mitokondriyal iç zar 

ve matriks olmak üzere dört ana kısımdan meydana gelmektedir.19 
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Mitokondriyal dış zar; özelleşmiş taşıma proteinlerinden oluşur. Küçük 

moleküller için geçirgendir ve zarlar arası boşluk bu moleküllerin geçişine engel olmaz. 

Bu zarda KREBS çemberinde katalizör olan monoamin oksidaz, sitokrom-c reduktaz 

enzimleri, fosfolipid ve fosforik asit sentezi için gereken birçok enzim bulunur.104, 105 

 Mitokondriyal iç zar; kendi içinde kıvrımlaşarak kristayı oluşturur ve seçici 

geçirgen bir yapıdadır. Elektron taşıma zinciri enzimleri ve oksidatif fosforilasyona ait 

enzimler burada bulunmaktadır. Bunun yanı sıra ADP ve Pi, ATP, piruvat, malat, 

süksinat, sitrat ve α-ketoglutarat gibi maddeler için taşıma sistemi de yine iç zarda yer 

almaktadır.106-108 

 Matriks; jel kıvamında olup içinde erimiş çeşitli enzimler yer almaktadır. Bu 

enzimler, iç membranda yerleşmiş oksidatif enzimlerle işbirliği içinde besinlerin CO2 ve 

H2O‘ya çevrilmesini ve sonuçta ATP’nin oluşmasını gerçekleştirir. İç zara bağlı olan 

matrikste trikarboksilik asit döngüsü ve yağ asitlerinin β-oksidasyonunda rol oynayan 

enzimler yer almaktadır. Matrikste mitokondrinin kendine ait halkasal DNA’sı 

bulunmakta ve mitokondrinin çoğalmasında rol almaktadır.99, 109 

Mitokondrinin kendi genomu olmasına rağmen, neredeyse 1500 tane 

mitokondriyal proteinden yalnız 13’ü mtDNA tarafından kodlanmaktadır. Böylece 

sentezlenen bu proteinler elektron taşıma sisteminde oksidatif fosforilasyon solunum 

kompleksleri I, III, IV ve ATP sentazda kullanılmaktadırlar. Görevli diğer proteinler ise 

nükleer genom tarafından kodlanarak sitozolde sentezlenmelerini takiben ‘translocase 

of the outer membrane’ (TOM) ve ‘translocase of the inner membrane’ (TIM) 

kompleksleri ile mitokondriye taşınmaktadırlar.99, 110   

Mitokondride görevli öncül proteinlerde mitokondriyal giriş sinyal dizileri yer 

almaktadır. Bu diziler N-terminal ucunda, pozitif yüklü amfipatik α- sarmal yapıdadır 

ve çoğunlukla kanaldan geçtikten sonra mitokondriyal proteazlar ve peptidazlar ile 
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kesilmektedirler.111, 112 “Translocase of the outer membrane’ (TOM) kompleksi çoklu 

alt birime sahip olup mitokondriyal proteinlerin geçişi için reseptör ve geçiş kapısı 

olarak görevlidir. Mitokondriyal proteinlerin kanallardan geçebilmesi için katlanmamış 

olması gerekmektedir. Proteinler TOM kanallarından geçtikten sonra görev alacakları 

bölgeye götürülmektedirler. Dış zarın öncül proteinleri “sorting and assembly 

machinery” (SAM) bileşiğine yerleşir. Bu bileşik bazen TOM bileşiği ile eşleşmiş 

olarak görev yapmaktadır. Bazı dış zar proteinleri ise zara yerleşmek için TOM ile 

birlikte “mitochondrial intertase of the outher membrane” bileşiğini 

kullanmaktadırlar.109 Zarlar arasındaki alanda görev yapan birçok protein ise protein 

taşınımı ve oksidatif katlanmanın kombine olduğu “mitochondrial import and 

assembly” yolağı ile taşınırlar. İç zarda görevli proteinler ise iç zar translokazı TIM22 

ve TIM23 komplekslerini kullanırlar. TIM22 mitokondriyal metabolitlerin ve çok 

geçişli transmembran proteinlerin geçişini düzenler. Matrikse protein taşınması ise 

TIM23 kompleksi ve “presequence translocase associated motor” ile 

gerçekleşmektedir.109 

2.2.2. Mitokondri İç Dinamikleri 

Mitokondri dinamik bir organeldir ve kendi yaşamının devamlılığı, hücre 

büyümesi, hücre bölünmesi ve farklılaşması gibi farklı şartlara uyum sağlayabilmek için 

sürekli fisyona ve füzyona uğramaktadır. Mitokondrideki füzyon ve fisyon mitokondri 

bütünlüğünün korunması, mtDNA ve protein kalitesini korumak için gereklidir.113, 114 

Mitokondri, morfolojik plastisiteye sahip bir organeldir. Hücrenin metabolik 

faaliyetlerine göre yapısını değiştiren mitokondri bazen ağ yapısında bazen de tane 

şeklinde görülmektedir. Mitokondriyal denge ile hücre stabilizasyonu ve sağ kalımı ise 

küçük fragmente mitokondriyon ve uzun, birbirine bağlı mitokondriyal ağ arasındaki 

denge ile sağlanmaktadır.115 
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Füzyon ve fisyon arasındaki geçişler yalnız mitokondrinin işlevini sürdürmesini 

sağlamakla kalmaz, aynı zamanda hücresel beslenme ve hücrenin metabolik 

ihtiyaçlarına cevap oluşturur. Ayrıca, füzyon ve fisyondaki farklı morfolojik durumlar 

fizyolojik ve fizyopatolojik şartlarla ilişkilidir.109 Fragmante mitokondri (bölünmüş 

mitokondri, fisyona uğramış mitokondri) sıklıkla mitokondri işlevsizliği ile ilişkilidir, 

çünkü bu durum yüksek stres seviyeleri ve hücre ölümü sırasında ortaya çıkmaktadır. 

Bununla beraber mitokondriyal bölünme, hücre döngüsünün G2/M fazında da görülür 

ve mitokondriyal hareket, kalite kontrol ve mtDNA kalıtımı için elzemdir. Kaynaşmış 

bir mitokondriyal ağ ise matriks bileşenlerinin dağılımına ve oksidatif fosforilasyon 

faaliyetinin uyarılmasına imkan sağlamaktadır.115 

Maya ve memeliler üzerinde yapılan bilimsel çalışmalar yüksek füzyon-fisyon 

oranına sahip hücrelerin bir kaç tane mitokondri içerdiğini ve bu mikondrilerin uzun ve 

birbiriyle ilişkili olduğunu, düşük füzyon-fisyon oranına sahip hücrelerin ise çok sayıda 

ve küresel ve ya kısa çubuk şeklinde mitokondrilere sahip olduğunu göstermiştir.116 

Mitokondriyal füzyon ve fisyon dengesi, yalnız mitokondrinin zar potansiyelini 

değil redoks durumunu, beslenme ve toksisite yükü gibi hücre içi ve hücre dışı 

durumlarla da ilgilidir. Mitokondri, bu stres faktörleri ve füzyon mekanizması ile uzun 

ağsı mitokondri oluşturarak baş eder.18 Fakat stresin süresi artar ve mitokondriyal hasar 

çok olursa, bu durum ölüm için sinyal oluşturur. Mitokondriyal fragmantasyon, 

mitokondriyal dış zar geçirgenliği ve sitoplazmaya sitokrom C salınımıyla ölüm 

gerçekleşir.117 

2.2.3. Mitokondriyal Fisyon 

Fragmentasyon veya fisyon mitokondrinin bölünmesi demektir. Mitokondriyal 

fisyon; diğer hücre yapılarının ve birçok proteinin katıldığı karmaşık bir olaydır. Bu 

mekanizmada görevli proteinler dynamin-ilişkili protein 1 (Drp1), mitokondriyal fisyon 
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protein 1 (Fis1), mitokondriyal fisyon faktörü (Mff) ve mitokondriyal dinamik 

proteinleridir (MiD49 ve MiD51).18, 118, 119 Bu olaydaki oyunculardan en önemlisi 

DNM1L geninin bir ürünü olan Drp1 proteinidir. Dinamin ailesine ait ve guanozin tri 

fosfataz (GTPaz) aktivitesine sahip olan Drp1, fisyonu katalizleyen asıl aktör olup 

sadece mitokondrinin değil aynı zamanda peroksizomların da fisyonuna aracılık 

eder.120-124 

Dynamin-ilişkili protein 1, sitozolde dağılmış halde bulunur ve fosforilasyon, 

defosforilasyon gibi posttranslasyonel modifikasyonlarla aktifleşerek aktin ve 

mikrotübül proteinleri aracılığıyla mitokondrinin dış zarına taşınır.125, 126 Dynamin-

ilişkili protein 1  mitokondrinin dış zarında yerini aldığında mitokondriyona bağlı, Drp1 

reseptörü denilen dört tane protein ile etkileşir. Bunlar; Mid49 ve Mid51, Fis1 ve 

Mff‘dir. Fis1, Drp1’in görevlendirilmesinde ve fisyon kompleksinin oluşumda ana 

oyuncudur.127, 128 

Mitokondriyal bölünme esnasında Drp1, mitokondriyal dış zar üzerine yerleşir 

ve kesilecek bölgenin üzerinde yüzüğe benzer bir yapı oluşturarak zarın 

boğumlanmasını sağlar. Bu esnada GTP hidrolizi daralmayı hızlandırarak kopacak 

kısmı belirler.127-129 

Mitokondriyal bileşenlere ilaveten endoplazmik retikulum ve aktin hücre iskeleti 

de mitokondriyal fisyonda görev alır. Endoplazmik retikulum ve mitokondriyon zarları 

arasında; kalsiyum (Ca+2 ) taşınması, apoptotik sinyal ve lipit metabolizması gibi yakın 

bir ilişki vardır.130, 131 Bu organellerin ağlarının yakın temasları geniş ve genelde 

kümelenmeler halinde olan, zarlar arasında trafiğin çift yönlü olduğu yerlerdir. 

Endoplazmik retikulum ile mitokondriyon arasındaki temaslar mitokondriyal fisyonda 

da kurulmaktadır. Endoplazmik retikulum tübüllerinin yalnızca mitokondriyon ile temas 

kurmayıp, etrafına sarılarak mitokondriyonun daralmasına da neden olduğu 
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kanıtlanmıştır. Endoplazmik retikulum, tübülleri çepeçevre sararak Drp1'in 

mitokondriye alınmasından önce mitokondriyal tübülleri sıkılaştırır.130, 131 

Dynamin-ilişkili protein 1 fisyonda görev alsa da bu genin aşırı çalışması sağlıklı 

hücrelerde mitokondriyal yapıda ve işlevlerde anormalliklere sebep olarak ATP 

üretiminin inhibisyonuna ve pro-apoptotik sinyallerin aktifleşmesine neden 

olmaktadır.132 

2.2.4. Mitokondriyal Füzyon 

İki veya daha fazla mitokondrinin birleşerek büyük bir mitokondri oluşturmasına 

mitokondriyal füzyon denir. İki bağımsız iç ve dış zarın uyum içerisinde kaynaşmasıyla 

meydana gelen karmaşık bir olaydır. Mitokondriyal füzyon mtDNA kaybını önleyerek 

azami ATP üretimini sağlar ve hatalı mitokondrilerin içeriğinin karışmasını sağlayarak 

yeni bir mitokondriyal içerik oluşturur.133, 134 

Füzyon üç farklı GTPaz tarafından katalizlenmektedir: Optik Atrofi 1 (Opa1), 

Mitofusin 1 (Mfn1) ve Mitofusin 2 (Mfn2)’dir. Mitokondriyal dış zarın kaynaşmasından 

sorumlu proteinler Mfn1 ve Mfn2’dir. Opa1 ise içteki membranın birleşmesinden 

sorumludur. İç ve dış zarın füzyonu esasen proteolitik yıkım ve ubikütinasyonla 

olmaktadır.123, 135-137 

Mitofusin 2 endoplazmik retikulumda da bulunmakta ve muhtemelen 

endoplazmik retikulumun kontrolünde çalışarak mitokondri ile bağlantı kurulmasında 

görev almaktadır.138 Mitofusin 1 ve Mitofusin 2’nin memelilerdeki görevi farelerde 

yapılan hedef mutasyonlarla ortaya çıkmıştır.115 Bunların yokluğunda mitokondriyal 

tübül oluşumu ve füzyon olayı gerçekleşmemektedir. Tam aksine, bu iki proteinin aşırı 

üretimi ise füzyon oluşumunu engellemektedir. Birbirlerinin homologu olan bu iki 

molekülün herhangi birinin eksikliğinde diğeri füzyon olayını meydana 

getirebilmektedir.115 
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Mitokondriyal füzyon üç adımda gerçekleşir; 

- İki mitokondriyonun karşılıklı tutunması , 

-Zarların kenetlenmesi ve temas yüzeyinin artırılarak zarlar arası mesafenin 

azaltılması ve 

-Mitokondri dış zarının GTP hidrolizi sonucu oluşan değişikliklerle 

birleşmesi.115 

Mitokondriyal dış zar füzyonu gerçekleştiğinde mitokondriyal iç zar füzyonu da 

gerçekleşir. İç zarın füzyonunda Opa1 ile bazı lipit bileşenleri rol oynar. Opa1 en az iki 

kısmından proteolitik kesilmeyle daha kısa ve çözülebilir kırık parçaları meydana 

getirir.115 

Optik Atrofi 1’in füzyondaki görevi dışında başka işlevleri de vardır. Bu 

görevler elektron taşıma zinciri ve zar potansiyelinin devamlılığı, mtDNA’nın 

devamlılığı, apoptozun denetimi ve yönetimi ile kristanın şekillenmesidir. Optik Atrofi 

1, krista yapılarını değiştirerek sitokrom C üretimini sağlamaktır ve programlanmış 

hücre ölümünü başlatmaktadır.117 

Mitokondriler, çeşitli stres etkenlerinin yüzünden proteinlerinin, lipitlerinin ve 

mtDNA'nın hasarlanmasına yatkındır ve mitokondriyal füzyon, bu hasarı azaltmak ya 

da yok etmek için organeller arasında mtDNA ve mitokondriyal içeriğin değişmesine 

imkân sağlar. Böylece mitokondriyonun sürekliliğinin sağlanmasında füzyon önemlidir. 

Fisyon ise işlevini kaybetmiş mitokondriyi sağlıklı mitokondriden ayrırır ve hasarlı 

mitokondri otofaji ile ortadan kaldırılır.117 

2.2.5. PKOS ve Mitokondriyal Stres 

Son yıllarda PKOS etiyolojisinde mitokondriyal stres önemli bir araştırma 

konusu haline gelmiştir. Polikistik overlerin folikülleri anormal mitokondriyal işlev, 

yapı ve gen ekspresyonu gösterirler. İşlevsel mitokondriyal bozuklukların, çok sayıda 
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hastalığın bir faktörü olarak kabul edilmesi, anormal mitokondriyal belirteçlerin PKOS 

ile ilişkili olduğu varsayımına yol açmıştır.20, 139 

Polikistik over sendromunun fizyopatolojisi ile ilgili öne sürülen 

mekanizmalardan biri hiperinsülinemi sonucu teka hücrelerinde meydana gelen 

androjen üretiminin artması, overlerde hafif kronik inflamasyon ve serbest oksijen 

radikallerinin artması, foliküler hücrelerde ATP üretiminin azalması ve foliküler 

hücrelerde artan apopitotik hücre ölümleridir. Bu mekanizmaların çoğunlukla granüloza 

ve teka hücrelerindeki mitokondrilerin fonksiyonlarıyla ilişkili olabileceği 

düşünülmektedir.10-12, 14, 98  

Salehi ve arkadaşları mitokondriyal dinamiklerinin düzensizliğinin hayvanlarda 

oluşturulmuş bir PKOS modelinde granüloza hücrelerinde otofajiye neden olduğunu 

kanıtlanmıştır.140 Aynı zamanda mitokondriyal fisyonda düzensizlik granüloza 

hücrelerinde mitofaji ve otofajik hücre ölümünü ve PKOS'ta foliküler büyüme durması 

ile ilişkili olduğu da bildirilmiştir.141 

Mitokondriyal gen ve fonksiyon bozukluklarının PKOS patogenezindeki rolü 

araştırılmış ve anormal mtDNA kopyası sayısının PKOS patogenezinde rol 

oynayabileceği düşünülmüştür.14, 139 

2.3. Sirtuinler 

Mitokondriyal stres tehdidini önlemeyi amaçlayan stratejiler arayışında, 

sirtuinlerin olası bir rolü ortaya çıkmıştır. Sirtuinler (SIRT1-7), proteinlerin translasyon 

sonrası modifikasyonlarını katalize eden bir NAD+  bağımlı deasetilaz ya da mono-

ADP-ribozil-transferaz enzimi ailesidir. Sirtuinler, tip III histon deasetilazların içinde 

sınıflandırılırlar ve katalitik aktiviteleri için NAD+ kofaktörüne ihtiyaç duymalarıyla 

geleneksel tip III histon deasetilazlardan işlevsel olarak farklılık gösterirler.142 

Sirtuinlerin etki ettiği mekanizmaların başında gen ifadesinin düzenlenmesi gelir. Bunu 
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histonların deasetilasyonunu sağlayarak kromatinin yoğunlaşmasını (heterokromatin) ve 

böylece gen ifadesinin baskılanmasını sağlayarak yaparlar. Bununla birlikte, Sirtuinlerin 

(SIRT1-7) histon dışı deasetilasyon tepkimelerine katıldığı da tespit edilmiştir.143 

Sirtuinler deasetilaz tepkimelerinde, substrattan asetil grubunun koparılarak NAD+’ın 

ADP-riboz kısmına aktarımını katalizler. Tepkime, nikotinamid ve 2’-O-asetil-ADP-

riboz oluşumu ile sonuçlanır. Sirtuinler bu görevlerin haricinde metabolik zorluklara, 

inflamatuar sinyallere, hipoksik ve oksidatif strese karşı hücreyi koruyucu şekilde cevap 

verirler.143-145  Bunlar arasında kilit rol SIRT1 tarafından oynanır.  

2.3.1. Sirtuin1 (SIRT1) 

Enerji metabolizmasının bir düzenleyicisi olan Silent Information Regulator 1 

(SIRT1) en çok araştırılan ve hakkında çok şey bilinen sirtuin çeşididir. Pankreas, 

karaciğer, kas, over, testis ve yağ dokuda bulunmuştur. Sirtuin 1’in büyük kısmı 

hücrenin çekirdeğinde bulunur ve ökromatinle birleşmiş haldedir, diğer bir kısmı ise 

sitoplazmada bulunur.146 

Sirtuin 1’in oksidatif stres, inflamasyon ve mitokondriyal işlevlere etkisi ile 

çeşitli hastalıkların gelişimine sebep olabileceği gibi, hücresel yaşlanma ile de bağlantılı 

olabileceği gösterilmiştir.145 Sirtuin 1’in etki ettiği başka bir mekanizma ise apoptoz ve 

hücre sağ kalımıdır. Sirtuin 1 DNA onarımı, oksidatif stres direnci ve inflamasyon gibi 

farklı hücresel olayları etkileyerek hücrenin hayatta kalmasını sağlar. Metabolik 

homeostaz SIRT1 aracılı deasetilasyon ile kontrol edilir.147 

Sirtuinlerin enerji metabolizması ve mitokondriyal oksidatif savunmadaki 

görevleri ele alındığında SIRT1’in görevleri oldukça fazladır. Sirtuin 1 nitrik oksit (NO) 

üretimini, insülin/IGF-1(insulin Growth Factor-1) yolağını, FOXO (forkhead box) geni 

alt gruplarını düzenler ve antioksidan enzimlerin üretilmesini artırır.142, 144, 148, 149 Sirtuin 

1, mitokondrial gen ekspresyonu için önemli bir transkiripsiyon faktörü olan PGC-1 
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alfa'yı (peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) 

deasetilatlar ve aktive eder, böylece mitokondriyal biyogenezi uyarır. Diğer sirtuinlere 

göre SIRT1’in deasetilasyon aktivitesi daha güçlüdür.148-150 

Sirtuin 1’in aşırı üretimi, endoplazmik retikulum stresini azaltarak ve ribozom 

kalite kontrolünü arttırarak sitotoksik durumlara karşı hücreyi korur ve yaşamın 

uzamasında anahtar rol oynar. 151 Sirtuin  deasetilaz faaliyetinin esansiyel substratı olan 

NAD+ düzeylerindeki düşüş mitokondri hasarı ile bağlantılıdır. Böylece, NAD+ bağımlı 

SIRT1 faaliyetindeki düşme otofaji-lizozom işlevini aksatarak mitokondri 

homeostazında değişikliğe ve hasarlı mitokondri sayısının artmasına sebep 

olmaktadır.25, 145 

Nikotinamid adenin dinükleotit aracılı SIRT1 aktivasyonu fosforilasyonu 

baskılayarak ve defosforilasyonu hızlandırarak Drp1'in aktivasyonu ile mitokondriyal 

fisyonu kolaylaştırır. Sirtuin 1'in Drp1 aktivasyonunu ve dolayısıyla mitokondri 

parçalanmasını aktive ettiği yapılan çalışmalarla ortaya çıkmıştır.152  Sirtuin 1; PGC-

1α’nın aktivitesini arttırmak, mitokondriyal biyogenezi teşvik etmek ve mitokondriyal 

işlevi sürdürmek için PGC-1α ile etkileşime girer ve PGC-1α’yı deasetilasyona 

uğratır.146 

2.4. Nikontinamid Mononükleotid 

Nikotinamid Mononükleotid (NMN) veya Nikotinamid-1-ium-1-β-D-

ribofuranoside 5′-fosfat) NAD+ biyosentetik yolundaki hız sınırlayıcı enzim olan 

nikotinamid fosforibosiltransferaz (NAMPT) tarafından B3 vitamininin bir amid şekli 

olan nikotinamidden ve 5'-fosforibosil-pirofosfattan sentezlenir.22, 153-156 Nikotinamid 

mononükleotit henüz diyet bileşenlerinde bulunmamıştır ve serumda varlığı 

tartışmalıdır. Nikotinamid mononükleotit, bir fosfat grubu ile riboz ve nikotinamid 
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içeren bir nükleosit arasındaki reaksiyonla doğal olarak oluşan bir biyoaktif nükleotid 

türüdür.22, 157 

İnsan hücrelerinde NMN, hücresel enerji kaynağı olarak mevcuttur. Kısa bir süre 

önce, bu molekül yalnızca nikotinamid adenin dinükleotid (NAD+) biyosentezinde bir 

ara ürün olarak biliniyordu.156, 158 Nikotinamid adenin dinükleotitin bu biyosentetik 

işlemi sırasında NMN, NAD+'a enzimatik dönüşüme yardımcı olan nükleer kaynaklı 

nikotinamid mononükleotid adenililtransferaz 1 veya NMNAT1 ve mitokondriyal 

kökenli NMNAT3 gibi enzimler için önemli bir substrat görevi görür. 159-161 

Nikotinamid adenin dinükleotitin faydalı etkilerinin SIRT1'e bağlı olduğu 

gösterilmiştir.160-163 

2.5. Nikotinamid Ribozid 

Nikotinamid ribozid doğal olarak sütte bulunan B3 vitamini metabolitidir. 

Nikotinamid ribozid nikotinamid ribozid kinazlar tarafından NMN'ye fosforile veya 

metabolize edilen, yakın zamanda tanımlanmış bir NAD+ öncüsüdür.27, 142 Nikotinamid 

ribozid takviyesi, mayada ve farelerde yaşam süresini uzatır ve farelerde yüksek yağlı 

diyete bağlı metabolik komplikasyonları iyileştirir. Nikotinamid ribozidin son 

zamanlarda farelerde NAD+ için tercih edilen, oral yoldan temin edilebilen hepatik 

prekürsör olduğu ve tek oral dozlarda insan NAD+ metabolizmasını güvenli bir şekilde 

arttırdığı gösterilmiştir.28, 164-167  

Nikotinamid ribozidin NAD+'ya dönüşümü, NR kinazlar tarafından NR'nin 

NMN'ye fosforilasyonuyla başlatılır. Nikotinamid ribozid, NAD+ sentezini ve sirtuin 

aktivitesini artırır. 23, 27, 164, 165 Nikotinamid ribozid mitokondriyal olarak tercih edilen 

bir NAD+ öncüsüdür ve NR'nin in vivo aktiviteleri, mitokondriyal sirtuin aktivitelerine 

bağlı olarak yorumlanmıştır. Nikotinamid ribozid, sirtuini aktifleştirir ve performansını 
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artırır.26, 28 Nikotinamid ribozidin bir dizi çalışmada mitokondriyal sağlığı önemli 

ölçüde iyileştirdiği gösterilmiştir.26, 165 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Hayvan Etik Kurul Onayı 

“Nikotinamid mononükleotid (NMN) ve nikotiamid ribozid (NR) ile 

mitokondriyal stres inhibisyonunun dehidroepiandrosteron (DHEA) ile indüklenmiş 

polikistik over sendromlu ratlarda anovulasyon üzerine etkilerinin araştırılması” adlı bu 

çalışmanın, etik kurallara uygunluğu, Atatürk Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu’nun 01.04.2019 tarihli 4. toplantısının 81 nolu kararı ile belirlenmiştir. 

3.2. Deney Hayvanlarının Temini ve Bakımı 

Araştırmada, Atatürk Üniversitesi Deneysel Araştırma ve Uygulama 

Merkezinden alınan, ağırlıkları 58-92 gram aralığında olan 21 günlük 20 adet dişi 

Sprague Dawley ırkı sıçanlar kullanıldı. Deney bitimine kadar hayvanlara yeterli içme 

suyu ve standart sıçan yemi verildi, 12 saat karanlık, 12 saat aydınlık ve 22°C ortam 

sıcaklığı ile %45-50 nem oranı olan laboratuvarda olağan yaşamları devam ettirildi. 

3.3. Deney Grupları 

Atatürk Üniversitesi Deneysel Araştırma ve Uygulama Merkezinden alınan 20 

adet sıçan, her grupta 5 hayvan olacak şekilde 4 gruba ayrıldı. 

Gruplar şöyle oluşturuldu; 

Grup 1: Kontrol 

Grup 2: PKOS  

Grup 3: PKOS + NMN  

Grup 4: PKOS + NR  

3.4. Polikistik Over Modeli 

Sıçanların ağırlıkları PKOS modeli oluşturulmadan önce ölçüldü. Kontrol grubu 

dışındaki gruplara 20 gün süresince Dehidroepiandrosteron (6mg/100 gr vücut 

ağırlığı/0.2 cc susam yağı) deri altı enjeksiyonu ile verildi. Dehidroepiandrosteron 
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verildikten sonra 10. gün, 20. gün, 30. gün ve deney bitiminde sıçanlar tekrar tartıldı. 

21. günden itibaren, PKOS modelinin oluşup oluşmadığını tespit etmek için 

hayvanlardan günlük vajinal smear alındı, östrus döngüleri takip edildi ve düzensiz 

döngüsü olanlar PKOS modeli pozitif olarak değerlendirildi. 

3.5. İlaç Uygulama Prosedürü 

Kontrol grubuna 0.2 ml susam yağı subkutan şeklinde 20 gün boyunca yapıldı. 

PKOS modeli oluşturulan 3. gruba 17 gün boyunca PBS’de eritilmiş 500 mg/kg NMN 

intraperitoneal olarak, 4. gruba 7 gün boyunca NR 200 mg/kg dozunda oral olarak 

uygulandı.  

3.6. Sıçanlarda Vajinal Smear Değerlendirilmesi 

Pamuklu çubuk ile vajinal smear alındıktan sonra lam üzerine yayma yapılıp 

kurutuldu. %70‘lik etanol ile tespitlenen vajinal yayma örnekleri 10 dakika 

hematoksilen ile boyanarak distile sudan geçirilip entellan ile kapatıldı. Ardından Nikon 

Eclipse E600 marka ışık mikroskobu ile kornifiye hücrelerin, epitel hücrelerin, 

lökositlerin ve mukusun varlığı incelenip hayvanların östrus döngüsü değerlendirildi. 

3.7. Deneyin Sonlandırılması 

İlaç uygulamaları bittikten sonra (38. Günde) ötenazi edildi. Her sıçanın kan 

örneği alındı, sağ overleri histopatolojik incelemeler için %10 formalin içerisine 

konuldu, sol overleri ise moleküler incelemeler için –80 0 C buzdolabında saklandı.  

3.8. FSH ve LH ELISA Ölçüm Basamakları 

Folikül uyarıcı hormon ve luteinleştirici hormon ölçümü, sıçanlara özel ELISA 

kitinin (Elabscience, 96 kuyu, FSH kit Cat. No: E-EL-R0391 ve LH kitCat. No: E-EL-

R0026) protokolüne göre yapıldı. Her bir sıçana ait 100 μL serum örneği ve standart, 

kitin içerisinde bulunan 96-kuyucuklu hazır plaka içerisinde bulunan bir adet kuyucuğa 

konuldu ve 37°C'de 90 dakika inkübe edildi. Kuyucuklara konulan serumlar kit 
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protokolüne göre işleme tabi tutuldu. Buna göre her kuyuya 100μL Biotinylated 

Detection Ab çalışma solüsyonu eklendi. 37°C'de 60 dakika inkübe edildi. Plaka aspire 

edildi ve 3 kez yıkandı. 100μL HRP konjugat çalışma solüsyonu eklendi. 37°C'de 30 

dakika inkübe edildi. Plaka aspire edilip ve 5 kez yıkandı. 90μL Substrat Reaktifi 

eklendi. 37°C'de 15 dakika inkübe edildi. 50μL durdurma solüsyonu eklendi. Sonra her 

bir kuyucuğun absorbansı 450 nm’de ölçüldü. Kit protokolüne göre standart grafik 

hazırlanarak her bir serum örneğinde bulunan FSH konsantrasyonu ng/ml ve LH 

konsantrasyonu mIU/ml olarak hesaplandı. Sonuçlar IU/L’ye çevrildi. 

3.9. Leica TP 1050 Doku Takibi Cihazı Basamakları  

Doku takibi yarı otomatik cihazda (Leica TP 1050, Çin) yapıldı. Cihazın çalışma 

basamakları: 

• Distile su ile yıkama 

• %10’luk tamponlanmış formalin (1 h 15 dk) 

• %70’lik alkol (1 h), % 80’lik alkol (1 h) 

•  % 90’lık 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 aşamalarında 40 0C’de, parafin aşamasında ise 65 0C’de 

çalışmaktadır. Takibin ardından dokular, manuel olarak erimiş parafin ile bloklanıp +4 
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0C soğutuldu, Leica RM 2145 mikrotom ile beşer mikron kalınlığında altışar kesit 

alındı. Bu 6 kesitin 3 tanesi normal lama hematoksilen eozin boyama için, 3 tanesi de 

pozitif şarjlı lamlara immünohistokimyasal işlemler için alındı. 

3.10. Hematoksilen ve Eozin Boyama Prosedürü  

Dokular etüvde 60 dakika boyunca deparafinize edildi. Etüvden alınan dokular 

aşağıdaki aşamalardan geçirildi: 

• Xylen (şeffaflaştırma amacı ile) 30 dakika  

• Xylen (şeffaflaştırma amacı ile) 30 dakika  

• %100 Etil alkol 10 dakika  

• %96 Etil alkol 10 dakika  

• %80 Etil alkol 10 dakika  

• %70 Etil alkol 10 dakika  

• Distile suya batırıp çıkarma  

• Hematoksilen 3 dakika 

• Akarsu yıkanma  

• Asit -alkole batırıp çıkarma  

• Amonyak 1-2 saniye  

• Musluk suyunda yıkama  

• Eozin 10 saniye  

• %70 Etil alkol 10 dakika  

• %80 Etil alkol 10 dakika  

• %96 Etil alkol 10 dakika  

• %100 Etil alkol 10 dakika  

• Xylen 10 dakika  

• Kapatma; Xylen den alınan lamlar üzerine entellan yapıştırma balzamı 
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damlatıldı. Hava kabarcığı bırakılmayacak şekilde lamellerle kapatıldı. 

3.11. Folikül Sayımı Yöntemi 

 Sıçanların overlerinin ortasından alınan kesitler Hematoksilen-Eosin ile boyandıktan 

sonra antral folikül ve kistik yapıların kıyaslaması yapıldı. Over foliküllerinin 

sınıflandırılması Üzümcü ve arkadaşlarının yaptığı sınıflamaya göre gerçekleştirildi.168  

Tablo 3.1. Over foliküllerinin sınıflandırılması  

Folikül 

Primordiyal 

folikül Primer folikül 

Sekonder 

folikül 

Preantral 

folikül 

Antral folikül 

Oosit 

 

Primer oosit 

 

Primer oosit 

 

Primer oosit 

 

 

Primer oosit 

 

Primer oosit 

 

Oositi 

çevreleyen 

folikül epitel 

hücreler 

 

 

 

 

Tek katlı yassı 

pregranuloza 

hücreleri ve en 

fazla bir tane kübik 

granuloza hücresi 

içerenler 

 

 

Tek katlı iki ya 

da daha fazla 

sayıda kübik 

granaluza 

hücreler 

 

 

 

İki ya da üç 

katlı kübik 

granulaza 

hücreleri 

 

 

 

 

Üç katın daha 

fazla granulaza 

hücreleri, antrum 

şekillenmemiş ya 

da granulaza 

hücreleri 

arasında küçük 

aralıklar oluşmuş 

Çok katlı 

granulaza 

hücreleri ve 

antrum 

şekillenmiş 

 

 

3.12. Gen Ekspresyon Seviyesinin Real-Time PCR ile Belirlenmesi 

3.12.1. Doku Örneklerinden Total RNA İzolasyonu 

Sıçan over dokularından cDNA kütüpanesi hazırlamak için mRNA izolasyonu 

Total RNA İzolasyon Kiti (Roche, Germany)  protokolüne göre yapıldı. Doku örnekleri 

yeterli miktarda 1.5 ml ependorf tüplere alındıktan sonra her bir tüpe kit içerisinde 

bulunan parçalama çözeltisi eklendi. Çözelti içerisinde dokular homojenizatör ile buz 

içerisinde homojenize edildikten sonra kit protokolüne göre total RNA izolasyonu 

yapıldı. İzolasyon süresi boyunca işlemler buzda yapıldı. RNA’lar cDNA izolasyonuna 

kadar -80 0C’de muhafaza edildi.  
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3.12.2. Total RNA’nın Spektroskopik Olarak Yoğunluğunun Ölçülmesi ve 

Saflığının Kontrolü 

RNA’nın miktarını ve saflığını belirlemek için Thermo Cihazı kullanıldı.  Cihaz 

tarafından verilen 260/280 saflık oranları ve konsantrasyon değerleri göz önünde 

bulundurularak cDNA sentezine geçildi. 

3.12.3. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi 

Komplementer DNA sentezi cDNA Sentez Kiti (Applied Biosystems, USA) 

protokolüne göre yapıldı. RNA örneklerinden 10’ar µl PCR tüplerine alındı. Kit 

protokolüne göre her bir RNA örneği için reaksiyon kuruldu. Tüm işlemler buzda 

yapıldı. Termal döngülü PCR cihazında RNA örnekleri komlementer DNA’ya çevrildi. 

3.12.3. Eş Zamanlı Quantitatif PCR (RT-qPCR) ile Gen Ekspresyonlarının 

Analizi 

Sentezlenen cDNA örnekleri kullanılarak her bir örneğin Drp1, Mfn1 ve Mfn2 

rat genlerinin expresyon düzeyleri ölçüldü. Kontrol geni olarak β-aktin geni kullanıldı. 

Genlerin expresyon düzeyleri her bir genin Taqman Prob kiti (Applied Biosystem, 

USA) protokolüne göre ölçüldü. Kit protokolüne göre PCR tüplerinde her bir örneğin 

dört gen için reaksiyonları üç tekrarlı olarak hazırlandı. Bir tüpe kontaminasyon olup 

olmadığını anlamak için komlementer DNA haricinde sadece diğer reaksiyon bileşenleri 

konularak negatif kontrol grubu oluşturuldu. Tüm işlemler buzda yapıldı. RT-QPCR 

cihazında (Biorad, USA) her bir örnek için belirtilen genlerin komplemeter DNA halleri 

çoğaltıldı. Genlerin ekspresyon düzeyleri literatürde belirtildiği gibi β-aktin 

ekspresyonu baz alınarak hesaplandı.169 
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Tablo 3.2. Genlerin ileri ve geri primer sekansları 

Drp1 İleri primer 5′-CGTAGTGGGAACTCAGAGCA-3′ 

 Geri primer 5′-TGGACCAGCTGCAGAATAAG-3′ 

Mfn1 İleri primer 5′-CCTTGTACATCGATTCCTGGGTTC-3′ 

 Geri primer 5′-CCTTGTACATCGATTCCTGGGTTC-3′ 

Mfn2 İleri primer 5′- GATGTCACCACGGAGCTGGA-3′ 

 Geri primer 5′- AGAGACGCTCACTCACTTTG-3′ 

β-aktin İleri primer 5′-CCTCTATGCCAACACAGTGC-3′ 

 Geri primer 5′-ATACTCCTGCTTGCTGATCC-3′ 

 

 

3.13. İmmünohistokimyasal Boyama Prosedürü 

Over dokularından 2 µm kalınlığında alınan kesitler deparafinizasyon 

basamağından sonra IHC/ISH cihazı kullanılarak (Bond Max, Leica Biosystems, 

Avustralya) Mfn1 primer antikoru (200µg/ml, 1:50, SC166644, Santa Cruz 

Biotechnology,Inc., Amerika Birleşik Devletleri),  Mfn2  primer antikoru (200µg/ml, 

1:50, SC515647, Santa Cruz Biotechnology,Inc., Amerika Birleşik Devletleri), Drp1 

(200µg/ml, 1:50, SC271583, Santa Cruz Biotechnology,Inc., Amerika Birleşik 

Devletleri),  ve bunlara uygun sekonder antikorlar ile inkübe edildi. Her over kesitinde 

20 farklı alan iki histolog tarafından değerlendirildi. 
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Tablo 3.3. İmmünohistokimya boyama prosedürü 

İşlem Madde Süre 

Deparafinizasyon 60 derecelik etüvde 60 dakika 

Deparafinizasyon Ksilen 10 dakika 

Deparafinizasyon Ksilen 10 dakika 

Rehidratasyon %100’lük etanol 5 dakika 

Rehidratasyon %96’lık etanol 5 dakika 

Rehidratasyon %90’lık etanol 5 dakika 

Rehidratasyon %80’lik etanol 5 dakika 

Rehidratasyon %70’lük etanol  5 dakika 

Yıkama Distile su 5 dakika 

Endojen enzim blokajı Hidrojen peroksit blok 10 dakika 

Yıkama PBS’de 2 kez  

Blokaj Protein blok 10 dakika 

Yıkama PBS 15 saniye 

Antikor  Primer antikor 1 saat 

Yıkama PBS’de 4 kez  

Boyama Biotilylated Goat anti-

polyvalent 

10 dakika 

Yıkama PBS’de 4 kez  

Boyama Steptavidin Peroxidase 10 dakika 

Yıkama PBS’de 4 kez  

Boyama DAB 5-10 dakika  

Yıkama PBS’de 4 kez  

Boyama Harris hematoksilen 3 dakika 

Yıkama Musluk suyu  

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

Dehidratasyon %80’lik etanol 5 dakika 

Dehidratasyon %90’lık etanol 5 dakika 

Dehidratasyon %100’lük etanol 5 dakika 

Dehidratasyon %100’lük etanol  

Şeffaflaştırma Ksilen 10 dakika 

Şeffaflaştırma Ksilen 10 dakika 

Kapama Entellan  

  

 

Tablo 3.4. İmmünopozitivite skorlaması 

Skor  

0 % 0 

1 % 0-30 

2 % 30-60 

3 % 60-100 

 

 

3.14. İstatiksel Analizler 

IBM 20.00 SPSS paket programıyla verilerin istatiksel olarak analizi yapıldı. 

Deneklere ait verilerin normal dağılım varsayımına uygun olup olmadığı Shapiro-Wilk 

testi ile test edildi. Grupların karşılaştırılmasında kilo artışları, antral folikül sayısı, elisa 

sonuçları, RT-PCR sonuçları normal dağılıma uyduğu için tek yönlü varyans analizi 

One Way Anova çoklu karşılaştırma testinden LSD testi ile değerlendirildi ve P<0.05 

değeri anlamlı kabul edildi. Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak verildi.  
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İmmünohistokimyasal değerlendirmede yarı kantitatif skorlama kullanıldı. Her 

bir overden en az 5 farklı alanın boyanma yoğunluğu göz önünde bulundurularak 

skorlandı. Bu değerlendirmede immün pozitif ve immün negatif boyama skorlamaları; 

çok az ya da yok ise 0 (% 0), hafif ise 1  (% 0-30), orta ise 2  (% 30-60), yoğun ise 3  

(% 60-100) şeklinde belirlendi.170 Parametrik olmayan bu immünopozitivite verileri 

Kruskal Wallis ve Tamhane T2 testi ile değerlendirildi. P<0.05 değeri anlamlı kabul 

edildi. Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak verildi.171 
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4. BULGULAR 

4.1. Vücut Ağırlığı Bulguları 

Çalışmamızda, PKOS’a bağlı olarak, kilo artışını değerlendirmede kullandığımız 

ölçütlerden biri ağırlıktır. Bu nedenle, sıçanların ağırlıkları deneyin başlangıcında ve 

deney boyunca 10 günde bir ölçüldü. Büyüme çağında olmaları nedeniyle tüm 

deneklerde,  deney sonu vücut ağırlıklarında artış gözlendi. Bununla beraber, PKOS 

grubunda ve tedavi gruplarında bulunan sıçanların birçoğunda, istatistiksel olarak 

anlamlı olmamasına rağmen (p>0.05) kilo alma oranlarının yüksek olması sebebiyle, 

son tartım ile ilk ağırlık tartımı arasındaki fark, kontrol grubuna oranla daha yüksek 

tespit edildi. Ayrıca ikinci on gündeki PKOS ile NMN grubu arasındaki ağırlık artışında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark vardı (p<0.05) (Şekil 4.1.).  

 

 

Şekil 4.1. Deneyin başlangıcından itibaren kontrol, PKOS, NR ve NMN gruplarına ait 

10’ar günlük kilo artışı grafiği. (Veriler data ± SD olarak ifade edildi. * p<0.05 vs 

NMN) 

 



 

36 

 

4.2. Serum FSH ve LH Bulguları 

Grupların karşılaştırılması sonucunda kontrol grubu ile PKOS grubu LH 

seviyeleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark gözlemlenirken (p<0.001), tedavi 

grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark gözlemlenmedi (p>0.05). Kontrol 

grubuna göre PKOS grubunda LH hormonu seviyesinin önemli derecede arttığı tespit 

edildi (Şekil 4.2.). Serum FSH hormonlarının biyokimyasal sonuçları 

değerlendirildiğinde kontrol grubu ile PKOS grubu arasında istatistiksel olarak anlamlı 

bir fark gözlemlenirken (p<0.02), tedavi grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

fark gözlemlenmedi (p>0.05), (Şekil 4.3.). Kontrol grubu LH/FSH oranı ile PKOS 

grubu arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark gözlemlenirken (p<0.003), tedavi 

grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark gözlemlenmedi (p>0.05).  LH/FSH 

oranındaki en yüksek seviye PKOS grubunda görülmüştür. Nikotinamid ribozid ve 

nikotinamid mononüleotit gruplarındaki LH/FSH değerlerini PKOS grubuyla 

karşılaştırdığımızda anlamlı bir azalma olduğu, değerlerin kontrol grubu değerlerine 

yaklaştığı görüldü (Şekil 4.4.). 

 

 

Şekil 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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Şekil 4.3. Gruplara ait serum FSH seviyelerindeki değişimleri gösteren grafik. (Veriler 

data ± SD olarak ifade edildi. *  p<0.02 vs PKOS,  a p<0.05 vs PKOS). 

 

 

 

Şekil 4.4. Gruplara ait LH/FSH oranlarını gösteren grafik. (Veriler data ± SD olarak 

ifade edildi. * p<0.003 vs PKOS, a p< 0.05 vs PKOS). 
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4.3.  Histopatolojik Bulgular 

4.3.1. Hematoksilen ve Eozin Boyama Bulguları 

Kontrol grubuna ait over kesitleri incelendiğinde normal görünümde oldukları 

tespit edildi. Dışta korteks içte medulla sağlıklı olarak gözlendi. Overin dışını saran, tek 

katlı kübik epitelden müteşekkil germinal epitel ve hemen altındaki düzensiz sıkı bağ 

dokusundan oluşan tunika albuginea olağan görünümde izlendi. Tunika albugineanın 

hemen altında primordiyal foliküller normal olarak görüldü. Farklı gelişim evrelerindeki 

folikül yapıları ve korpus luteumlar olağan seyrinde görüldü (Şekil 4.5.).  

 

Şekil 4.5. Kontrol grubna ait H-E kesitler. Bu grupta over dokusunda oositlerin çeşitli 

aşamalardaki foliküller izlenmekte. P; Primer folikül, PR; Primordial folikül, AF; Antral 

folikül, KL; Korpus Luteum. Hematoksilen-Eozin Boyama, A(x10)-B(x20)-C(x40). 

 

Polikistik over serndromlu sıçanlara ait kesitlerde çok sayıda kistik yapılar 

saptandı. Medullada bağ dokunun azaldığı görüldü. Antral folikül sayısında ciddi bir 

azalma görze çarptı (Şekil 4.9.). Az sayıdaki antral foliküllerde birkaç tane sağlam oosit 

görüldü. Korpus hemorajikum bol eozinofilik sitoplazmalı, tek tip yuvarlak hücreler 
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içeriyordu. Ovulasyonun bir göstergesi olan korpus luteum sayısı ise kontrol grubuna 

göre azdı ve hacimsel olarak büyük olarak gözlendi. Foliküllerde incelmiş granüler 

tabaka ve kalın teka hücre tabakası mevcuttu. Luteinize olmuş teka hücreleri görüldü. 

Hemorajik alanlar, apoptotik hücreler de izlendi (Şekil 4.6.). 

 

Şekil 4.6. PKOS grubu H-E kesitleri. Bu grupta over dokusunda kistler, atreziye 

uğrayan antral foliküller ve eritrosit infiltrasyonu gösteren korpus luteum izlenmekte. K; 

Kist, AF; Antral folikül, AP; apoptoza giden antral folikül, KH; Korpus Hemorajikum. 

Hematoksilen-Eozin Boyama, A(x10)-B(x20)-C(x40). 

 

Nikotinamid ribozid grubuna ait sıçanların over dokularında kistik yapılar çok 

nadir bulundu. Polikistik over sendromu grubuna göre antral folikül sayısında ciddi bir 

artış saptandı (Şekil 4.9.). Foliküller kontrol grubunda olduğu gibi farklı gelişim 

evrelerinde görüldü. Korpus luteum sayısındaki artış da PKOS grubuna göre oldukça 

göze çarpan bulgulardan biridir. Kan damarlarının daha düzgün çeperli olduğu görüldü. 

Folikül çevresindeki granüloza ve teka hücreleri oldukça sağlıklı görüldü. Medullada 

bağ doku alanları kontrol grubuna göre az, PKOS grubuna göre fazla olarak izlendi. 

Korpus luteum sayısı PKOS grubuna göre arttı (Şekil 4.7.). 
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Şekil 4.7. NR grubu H-E kesitleri. Bu grupta over dokusunda çeşitli gelişim 

aşamalarındaki sağlıklı foliküller izlenmekte. P; Primer Folikül, AF; Antral folikül, KL; 

Korpus Luteum. Folikül Hematoksilen-Eozin Boyama, A(x10)-B(x20)-C(x40). 

 

Nikotinamid mononükleotit grubuna ait over kesitlerinde folikül gelişimi normal 

olarak izlendi ve kistlerin çok az sayıda ve küçük bir yapıda olmaları dikkat çekicidir. 

Şekil 4.9.’da da görüldüğü gibi antral folikül sayısındaki artış da dikkati çeken bir başka 

bulguydu. Foliküllerin aktifliğinin bir göstergesi olan korpus luteum sayısında PKOS 

grubuna göre bir artış olmasıyla birlikte korpus luteumlarda eritrosit mevcudiyeti az da 

olsa tespit edildi. Kan damarları belirgin sınırlara sahipti. Medullada bağ doku hacimsel 

olarak kontrol grubu kadar olmasa da yeterli hacimde sayılabilirdi. (Şekil 4.8.). 
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Şekil 4.8. NMN grubu H-E kesitleri. Bu grupta over dokusunda çeşitli gelişim 

aşamalarındaki sağlıklı foliküller izlenmekte. AF; Antral folikül, KL; Korpus Luteum. 

Hematoksilen-Eozin Boyama, A(x10)-B(x20)-C(x40). 

 

 

           

Şekil 4.9. Gruplara ait antral folikül sayısını gösteren grafiktir. (Veriler data ± SD 

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

Mitofusin 1 immünreaksiyonu, kontrol grubu overlerinin yüzeyindeki tüm 

folikül sınıflarında gözlendi. İmmunreaksiyon başlıca granuloza hücrelerinde, oositte, 

intersitisyel hücrelerde ve bazı folliküllerin teka hücrelerinde sitoplazmik boyanma 

şeklinde belirlendi. Kontrol grubuna ait over kesitlerinde foliküllerdeki granüloza 

hücrelerinin Mfn1 pozitivitesi yoğun olarak izlendi (Mfn1 pozitivite skoru: 2(2-2)). 

Polikistik over sendromu grubuna ait over kesitlerinde immün reaksiyon şiddeti daha 

zayıf olarak izlendi. Foliküllerin granüloza hücrelerinde Mfn1 pozitivitesinin azaldığı, 

mevcut pozitifliğin ise folikülün içine yakın granüloza hücelerinde olduğu izlendi 

(Mfn1 pozitivite skoru: 1(1-1)). Nikotinamid mononükleotit tedavi grubunda pimordial, 

primer, sekonder ve antral foliküllerde granulosa hücrelerinde aynı zamanda oositlerde 

Mfn1’in eksprese olduğu izlendi ve orta derecede Mfn1 pozitivitesi skorlandı (Mfn1 

pozitivite skoru: 2(1-2)). Nikotinamid ribozid tedavi grubuna ait over dokusunda 

preantral foliküllerde granüloza hücrelerinde diğer folikül sınıflarına göre Mfn1 

reaksiyonunun arttığı ve bu kesitlerde orta derecede pozitiflik olduğu gözlendi (Mfn-1 

pozitivite skoru: 2(1.5-2)) (Tablo 4.1.) (Şekil 4.10.). 
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Tablo 4.1. Grupların immünopozitivite Skorlama Sonucu (medyan-(%25-%75 

interquartile range)). 

Grup Mfn1 

Pozitivite 

Skoru 

Mfn2 

Pozitivite 

Skoru 

DRP1 

Pozitivite 

Skoru 

Kontrol 2(2-2) 2(1.5-2) 0(0-1) 

PKOS 1(1-1)a 2(1-2) 3(3-3)a 

NMN 2(1-2)b 2(1.5-2) 2(1-2)a,d 

NR 2(1.5-2)c 2(1-2) 2(1-2)a,d 

ap=0.000; Kontrol grubuna kıyasla, 

bp=0.006; PKOS grubuna kıyasla, 

cp=0.002; PKOS grubuna kıyasla, 

dp=0.000; PKOS grubuna kıyasla, 

Kruskal Wallis/Tamhane T2 Testi  
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Şekil 4.10. Mfn1 primer antikoru ile inkube edilmiş over dokusuna ait kesitler. 

A(x10)-B(x20): Kontrol grubuna ait over kesitleri, folikül hücrelerinde yoğun pozitiflik 

(kıvrımlı oklar), C(x20)-D(x40): PKOS grubuna ait over kesitleri, folikül lümenine 

bakan hücrelerde Mfn1 ekspresyonu (kıvrımlı oklar), lümene bakmayan hücrelerde az 

yoğun pozitiflik (kalın ok) E(x20)-F(x40): NMN tedavi grubuna ait over kesitleri, 

granüzloza hücrelerinde (kalın ok) ve teka hücrelerinde (kuyruklu ok) Mfn1 

ekspresyonu, G(x20)-H(x40): NR tedavi grubuna ait ovarym kesitleri, granüzloza 

hücrelerinde (kalın ok) ve teka hücrelerinde (kuyruklu ok) Mfn1 ekspresyonu, 
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Over dokularındaki Mfn2 dağılımı immünohistokimyasal olarak incelendiğinde 

tüm gruplarda Mfn2’nin varlığı genellikle granüloza hücrelerinin sitoplazmalarında 

tespit edildi. Mitofusin 2 primer antikoru ile inkübe edilmiş kontrol grubuna ait over 

kesitlerinde foliküllerdeki granüloza hücrelerinde orta düzeyde Mfn2 pozitivitesi 

gözlemlendi (Mfn2 pozitivite skoru: 2(2-2)). Polikistik over sendromu grubuna ait over 

kesitlerinde foliküllerde, özellikle lümene bakan granüloza hücrelerinde az yoğun Mfn2 

pozitivitesi görüldü (Mfn2 pozitivite skoru: 2(1-2)). Nikotinamid mononükleotit tedavi 

grubuna preantral folikülleri granüloza hücrelerinde orta derecede Mfn2 pozitivitesi 

izlendi (Mfn2 pozitivite skoru: 2(1-2)). Nikotinamid ribozid tedavi grubuna ait over 

dokusunda preantral foliküllerde granüloza hücrelerinde orta derecede Mfn2 pozitivitesi 

gözlendi (Mfn2 pozitivite skoru: 2(1.5-2)) (Şekil 4.11.) (Tablo 4.1.). 
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Şekil 4.11. Mfn2 primer antikoru ile inkube edilmiş over dokusuna ait temsili 

ışık mikroskobik ekran görüntüsü. A(x10)-B(x20): Kontrol grubuna ait over kesitleri, 

orta düzeyde Mfn2 ekspresyonu (kalın ok ve kıvrımlı ok) C(x10)-D(x20): PKOS 

grubuna ait over kesitleri az yoğun Mfn2 ekspreyonu (kalın ok), folikül lümenine bakan 

hücrelerde nispeten fazla pozitiflik (kuyruklu ok). E(x20)-F(x40): NMN tedavi grubuna 

ait over kesitleri, orta şiddette Mfn2 ekspresyonu (kuyruklu ok ve kalın ok) G(x20)-

H(x40): NR tedavi grubuna ait over kesitleri, orta şiddette Mfn2 ekspresyonu (kalın ok 

ve kuyruklu ok). 
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Kontrol grubuna ait over kesitlerinde foliküllerdeki granüloza hücrelerinde hafif 

düzeyde Drp1 pozitivitesi izlendi (Drp1 pozitivite skoru: 0(0-1)). Polikistik over 

sendromu grubuna ait over kesitlerinde korpus luteumlar da dahil olmak üzere hemen 

hemen her yapıda, özellikle foliküllerin granüloza hücrelerinde aşırı yoğun Drp1 

pozitivitesi görüldü (Drp1 pozitivite skoru: 3(3-3)). Nikotinamid mononükleotit tedavi 

grubuna preantral folikülleri granüloza hücrelerinde ve teka hücre tabakasında Drp1 

pozitivitesinde azalma gözlendi (Drp1 pozitivite skoru: 2(1-2)). Nikotinamid ribozid 

tedavi grubuna ait over dokusunda preantral foliküllerde granüloza hücrelerinde ve teka 

hücrelerinde de Drp1 pozitivitesinin azaldığı gözlendi (Drp1 pozitivite skoru: 2(-2)) 

(Şekil 4.12.) (Tablo 4.1.) 
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Şekil 4.12. Drp1 primer antikoru ile inkube edilmiş over dokusuna ait temsili 

ışık mikroskobik ekran görüntüsü. A(x10)-B(x20): Kontrol grubuna ait over kesitleri, 

hafif düzeyde Drp1 ekspresyonu (ok başları), C(x20)-D(x40): PKOS grubuna ait over 

kesitleri, şiddetli düzeyde Drp1 ekspresyonu kıvrımlı (ok başları) E(x20)-F(x40): NMN 

tedavi grubuna ait over kesitleri, hafif şiddette Drp1 ekspresyonu (ok başları), G(x20)-

H(x40): NR tedavi grubuna ait over kesitleri, hafif şiddette Drp1 ekspresyonu (ok 

başları) 
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4.4. Moleküler Bulgular 

Bu çalışmada mitokondriyal stres sürecinde yer alan genlerin ekspresyon 

seviyeleri de değerlendirildi. Buna göre fisyon proteini olan Drp1’in ekspresyon 

seviyesi DHEA verilerek PKOS modeli oluşturulan grupta kontrol grubuna göre büyük 

bir artış gösterdi (p<0.001). Nikotinamid mononükleotit ve nikotinamid ribozid ile 

tedavi edilen gruplarda ise Drp1 seviyesinin PKOS grubuna göre düşük olduğu ve 

aradaki farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğu bulundu (p<0.01), (Şekil 4.13.). 
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Şekil 4.13.  Dpr1 geninin örneklerde β-aktin kontrol genine göre gen ekspresyon 

değişimlerini gösteren grafiktir. (K: kontrol, P: PKOS, NM: NMN. Veriler data ± SD 

olarak ifade edilmiştir. *** p<0.001 vs kontrol ve c p<0.001 vs PKOS). 

 

 

 

Gerçek zamanlı ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi yöntemiyle füzyon 

genlerinden Mfn1 seviyelerinin değişim grafiği Şekil 4.14’te gösterildi. Polikistik over 

sendromu grubu ile kontrol grubu karşılaştırıldığında PKOS grubunda Mfn1 

seviyesindeki düşüklük anlamlılık gösterdi (p<0.01). Polikistik over sendromu grubu ve 

NMN grubu karşılaştırıldığında NMN grubunda Mfn1 seviyesinde anlamlı bir yükseliş 
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gözlendi (p<0.05). Polikistik over sendromu ve NR grupları karşılaştırıldığında ise NR 

grubunda Mfn1 seviyesinde artış gözlendi (p<0.01). 
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Şekil 4.14. Mfn1 geninin örneklerde β-aktin kontrol genine göre gen ekspresyon 

değişimlerini gösteren grafiktir. (K: kontrol, P: PKOS, NM: NMN. Veriler data ± SD 

olarak ifade edilmiştir. *** p<0.001 vs kontrol, a p<0.05 vs PKOS ve b p<0.01 vs 

PKOS). 

 

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

grupları arasında herhangi bir anlamlı fark saptanmamıştır (p>0.05) (Şekil 4.15.). 

 



 

51 

 

            

K P
N
M N

R

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

örnekler

M
fn

2
 g

e
n

 e
k
s
p

re
s
y
o

n
u

 (
fo

ld
 d

e
ğ

iş
im

i)

 

Şekil 4.15. Mfn2 geninin örneklerde β-aktin kontrol genine göre gen ekspresyon 

değişimlerini gösteren grafiktir. (K: kontrol, P: PKOS, NM: NMN. Veriler data ± SD 

olarak ifade edilmiştir. Örneklerin birbirine göre istatiksel önem derecesinde farkı 

yoktur). 
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5. TARTIŞMA 

Anovulatuvar infertilitenin en bilinen sebeplerinden biri PKOS’tur. 51, 62 

Polikistik over sendromlu kadınların çok büyük bir kısmı ovulatuvar sorunlar olmasına 

karşın bazen bu kişilerde ovulasyon gerçekleşebilir.172, 173 Polikistik over sendromlu 

olup düzenli menstrüel döngüleri olan kadınlar da anovulatuvar olabilirler.174, 175 

Dehidroepiandrosteron ile indüklediğimiz polikistik over modelinde sıçanların 

menstrual döngülerini vajinal sürüntü yöntemiyle incelediğimizde over siklusunun 

bozulması, histolojik incelemede ise antral foliküllerin dramatik bir şekilde az olması 

anovulasyonun göstergesidir ve modelin oturduğunun kanıtıdır. 

Polikistik over sendromunun hücresel ve moleküler temelini incelemede yaygın 

bir yaklaşım, hayvan modellerinin kullanılmasıdır. Karmaşık yapısı nedeniyle insan 

PKOS'u için şu anda "mükemmel" bir hayvan modeli bulunmamakla birlikte, 

androjenize sıçan modelinin, insandaki PKOS’un birçok fenotipini taklit ettiği için 

yararlı olduğu kanıtlanmıştır. 140, 176, 177 Bu çalışmada DHEA ile indüklenen bir sıçan 

modeli kullanıldı ve yumurtalığın yapısal özelliklerini, granüloza hücre apoptozunu ve 

mitokondriyal stres süreci incelenerek modelin etkinliği değerlendirildi ve bu 

fizyopatolojik bulguların NMN ve NR tedavileri sonucu iyileşip iyileşmediği araştırıldı. 

Bu modelde insandakine benzer şekilde erken antral granüloza hücre apoptozu, foliküler 

büyüme durması, bozulmuş folikülogenez, polikistik yapılar ve anovulasyon 

indüksiyonu bulundu, ancak sistemik değişiklikler (örn. anlamlı vücut ağırlığı 

değişiklikleri) gözlenmedi. 

Polikistik over sendromuna ekseriyetle eşlik eden obezite de anovulasyon için 

fazladan bir risk faktörüdür. 178 Obez ve obez olmayan PKOS’lu hastalarda ovulatuvar 

işlev bozukluğu farklıdır.179 Normal kilodaki PKOS hastalarında yüksek LH seviyesi ve 

ovaryan hiperandrojenizmi folikül gelişimindeki bozukluğu yöneten baş aktörlerdir.180 
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Böyle hastalardaki insülin de ovaryan steroidogenezine ve granüloza hücresi 

farklılaşmasına etki eden gonadotropinlerin faaliyetini artırır.180 Obez PKOS hastalarda 

ise, anormal glukoz-insülin homeostazı ve adipojenik fonksiyon bozukluğu gibi 

metabolik faktörler folikül ve oosit gelişimindeki aksamada LH’tan daha önemli 

olabilir. Bu farklılık, birçok obez PKOS hastasında kilo vermenin üretkenliği ve 

ovulasyonu geri getirmesine rağmen; normal kilodaki PKOS hastalarında ovulasyon 

indüksiyonuna ihtiyaç duyulduğunu gösterir. 52, 58, 179 Bu çalışmada onar günlük kilo 

artışlarını incelediğimizde tüm hayvanların gelişme çağında olması hasebiyle hepsinde 

kilo artışı görüldü. Ancak, gruplar arasında kilo artışı açısından istatistiksel olarak 

anlamlı bir fark yoktu. 

Polikistik over sendromunun fizyopatolojisi ile ilgili öne sürülen 

mekanizmalardan biri, LH artışına bağlı olarak teka hücrelerinde meydana gelen 

androjen üretiminin artmasıdır. 7, 8, 90 Polikistik over sendromu grubundaki hayvanların 

LH /FSH oranına bakıldığında literatürle uyumlu olarak ciddi bir artış görülmektedir. 

Nikotinamid mononükleotit ve nikotinamid ribozid grubunda ise bu seviyenin normale 

döndüğü açıkça görülmektedir. Histopatolojide de bu durumu doğrularcasına PKOS 

grubunda hormon üretimindeki artıştan dolayı kalın bir teka hücre tabakası 

görülmektedir. Dahası teka hücrelerinde hipertrofi olduğu da gözlenmektedir. NMN ve 

NR gruplarında ise bu patolojinin giderildiği görüldü. 

Polikistik over sendromunun etiyolojisi, karmaşık ve heterojen doğası nedeniyle 

belirsiz kalsa da, granüloza hücre apoptozunun PKOS'un patogenezi ile ilişkili foliküler 

büyüme durmasında önemli bir rol oynadığı öne sürülmüştür.181, 182 Polikistik over 

sendromu için altta yatan mekanizmalar hala bilinmemekle birlikte, PKOS hastalarının 

granüloza hücrelerinde inflamasyon, NAD+ düzeylerinde azalma ve mitokondriyal 

disfonksiyon bildirilmiştir.140, 183  
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Bu çalışamada DHEA ile indüklenen sıçan modelinde mitokondriyal fisyon ve 

füzyon dinamiklerinin düzensizliği gösterildi. Bu bulgular, granüloza hücrelerindeki 

mitokondriyal dinamiklerin önemini ve hücre ölümünü düzenleyici süreçlerdeki 

düzensizliğin PKOS patogenezinde nasıl rol oynayabileceğini vurgulamaktadır. 

Drosophila’da yapılan çalışmalarda, Drp1 yoksunluğuna bağlı folikül hücrelerinde 

apoptozise karşı direnç azaldığı ve yumurtalık gelişim kusurları ortaya çıktığı tespit 

edilmiştir.118 Oosit spesifik Drp1 nakavt farelerde yapılan çalışmalarda, oositte 

mitokondriyal deformiteler, folikül gelişimde duraksama, granüloza hücrelerinin 

proliferasyonunda azalma ve anovulasyon gözlemlenmiştir.119  Literatürde PKOS’lu 

over dokusunda parenkimal hücrelerde mitofaji, otofaji ve apoptotik hücre ölümü iyi bir 

şekilde tanımlanmasına rağmen bu patafizyolojik süreçlerle kuvvetli ilişkili olan 

mitokondriyal fisyon ve füzyon dinamikleri yeterince araştırılmamıştır.17, 184 

Çalışmamızda diğer gruplara oranla PKOS grubunda fisyon proteini olan Drp1’in çok 

yüksek üretildiği, füzyon proteini olan Mfn1’in ise düşük seviyelerde seyrettiği 

gözlendi. Mitokondriyal fisyon sırasında, Drp1 mitokondriyal membrana alınır ve iki 

yavru mitokondri oluşturmak için mitokondriyi saran ve daraltan bir oligomer zinciri 

oluşturur.125  Dynamin-ilişkili protein 1'in aktivitesi, fosforilasyon gibi 

posttranslasyonel modifikasyonlara bağlıdır. DRP 1 (Ser635) sikline bağımlı kinaz 1 / 

siklin B kompleksi tarafından fosforile edildiğinde mitokondriyal fisyon başlatılırken, 

DRP 1 (Ser656) PKA tarafından fosforile edildiğinde Drp1 işlevi inhibe edilir ve 

mitokondriyal dinamikler, mitokondriyal füzyona doğru kayar.185, 186 

Dehidroepiandrosteron ile indüklenen sıçan modelimizde Drp1’in ekspresyonunun 

artması mitokondriyal dinamiklerin mitokondriyal füzyon yerine mitokondriyal fisyona 

kaydığını göstermektedir. Biz bu tez çalışmasına başladıktan sonra 2020 yılında Salehi 

ve arkadaşları yayınladıkları çalışmada sıçanlarda DHEA ile indüklenmiş PKOS 
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modelinde Drp1’in artışına bağlı olarak mitokondriyal fisyonun overlerde granüloza 

hücrelerinde arttığını ve aynı çalışmada Drp1 aktivitesinde artışa bağlı olarak mitofaji, 

otofaji ve apoptotik hücre ölümlerinin arttığını benzer şekilde göstermişlerdir.140  

Tarafımızca yapılan bu çalışmada da artan Drp1 ekspresyonuna bağlı olarak granüloza 

hücrelerinde artan apoptotik hücre ölümleri gözlemlenmiştir. 

 Literatürde hücrelerde meydana gelen aşırı mitokondriyal fisyonun apoptotik 

hücre ölümünü teşvik ettiği birçok çalışmayla belirtilmesine rağmen bu mekanizma tam 

olarak aydınlatılamamıştır.17 Mitokondriyal fisyonun indüklenmesi ve bunun 

mitokondri dış zarı, kristanın yeniden şekillenmesi ve apoptoz sırasında sitokrom c 

salınımı ile ilişkisi için 3 tane mekanizma öne sürülmüştür: 

 (a) Apoptotik sinyaller, Bax ve Drp1'in mitokondride yer değiştirmesini tetikler. 

Daha sonra, aktif Bax, Drp1 aracılı mitokondri fisyonunun aktivasyonuna katılır ve 

ayrıca Mfn2 ile etkileşime girerek mitokondriyal füzyonu inhibe edebilir. Kristanın 

yeniden şekillenmesi, muhtemelen fisyon aktivasyonu ve/veya füzyonun inhibisyonu ile 

bağlantılı bilinmeyen bir mekanizma tarafından meydana gelir. Aktif Bax, dış 

mitokondriyal membran boyunca kanallar oluşturarak sitokrom c salınımına neden 

olur.129, 187, 188  

(b) Apoptotik sinyaller, endoplazmik retikulumdan kalsiyum salınımını indükler, 

bu da Drp1'in mitokondriye translokasyonu ve parçalanmanın indüklenmesi ile 

sonuçlanır. Bilinmeyen bir mekanizma aracılığıyla Drp1, kristanın yeniden 

şekillenmesini tetikler. Ardından, mitokondri dış zarında Bax translokasyonu ve Bax 

içeren kanalların oluşumu sitokrom c salınımını tetikler.189, 190 

(c) Apoptotik sinyaller, Bax'ın mitokondriye translokasyonunu tetikler. Aktif 

Bax, sitokrom c ve OPA1'in bir kısmı ve DDP/TIMM8a gibi intermembran boşlukta 

lokalize olan bazı çözünür proteinlerin salınımını indükleyen kanallar oluşturur. OPA1 
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salınımı, kalan sitokrom c'nin salınmasına izin vermek için kristanın yeniden 

şekillenmesini tetikler ve bu, mitokondriyal füzyonun inhibisyonu ile ilişkilidir. Paralel 

olarak, sitozolde bir kez, DDP/TIMM8a, Drp1'e bağlanır ve mitokondriye 

translokasyonunu ve Drp1 aracılı fisyonun indüklenmesini teşvik eder.186 

Mitokondride fisyon sonucu sitozole bırakılan sitokrom C, Apaf1 ile birleşerek 

apoptozom kompleksini aktive eder. Apoptozom kompleksinin aktive olması kaspaz 9 

ve kaspaz 3 yolağı ile hücreyi apoptotik ölüme götürür.191, 192 

Çalışmamızda PKOS grubunda gözlemlediğimiz mitokondriyal füzyonda rol 

oynayan Mfn1 ekspresyonunun azalması yukarda izah edilen mekanizmalarda 

mitokondriyal fisyona ait yolakların füzyonu engellemesiyle ilişkilidir.  

Çalışmamızda NMN ve NR ile tedavi edilen gruplarda sağlıklı foliküller ve 

sağlıklı folikül mikroçevresi görüldü. Kistik yapıların önemli derecede azalması da 

önemli bir bulgudur. Bu gruplarda Drp1 ve Mfn1 seviyelerinin kontrol grubundaki 

seviyeye yaklaştığı görülmektedir. Bu durum hücrelerdeki mitokondriyal stresin ortadan 

kalktığının bir işareti olarak düşünülmektedir. Bununla birlikte Mfn2 düzeylerinde 

gruplar arasında istatistiksel bir fark olmaması hücrelerde Mfn2 proteinlerinin yeterli 

seviyede olmasından dolayı transkripsiyona ihtiyaç duyulmaması şeklinde 

yorumlanabilir. Her iki tedavi grubunda da artan Mfn1 ekspresyon seviyeleri 

mitokondriyal dinamiklerin fisyondan ziyade füzyona kaymasına sebep olmuştur. 

Mitokondriyal anormalliklere katkıda bulunan bir faktör, çoklu metabolik 

reaksiyonlarda önemli bir kofaktör olan nikotinamid adenin dinükleotidinin (NAD+) 

kaybıdır. NAD+'ın mitokondride hücre içi metabolik yolda hidrojen transferine ve 

redoks reaksiyonuna aracılık ettiği bilinmektedir162, 193, 194. NAD+'ın ayrıca, 

metabolizmaya ve oksidatif strese hücresel yanıtı modüle etmede SIRT1'in rolünü 

destekleyen ve birçok önemli enzimatik reaksiyon için vazgeçilmez bir kofaktör olduğu 
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bulunmuştur.195-197 Hücresel NAD(H) seviyelerinin tükenmesi daha sonra biyoenerjetik 

başarısızlık ve hücre ölümü ile sonuçlanmaktadır.194, 198, 199 Bu nedenle, hücresel NAD+ 

seviyelerini korumak için alternatif bir strateji, NAD+ öncüllerini uygulamaktır.  

Nikotinamid mononükleotit ve öncüsü nikotinamid ribozid, hücresel NAD+ 

mevcudiyetini artırarak ve dolayısıyla enerji kapasitesini geliştirerek ve sirtuin 

deasetilaz aktivitesini aktive ederek mitokondriyal sağlığı iyileştirdiği varsayılmıştır.22 

Sirtuinler deasetilaz tepkimelerinde, substrattan asetil grubunun koparılarak NAD+’ın 

ADP-riboz kısmına aktarımını katalizler.25 Bir NAD+ öncüsü olan NMN takviyesinin 

NAD+ içeriğini ve SIRT1 aktivitesini restore eder.25 Sirtuin 1, mitokondrial gen 

ekspresyonu için önemli bir transkiripsiyon faktörü olan PGC-1 alfa'yı deasetilatlar ve 

aktive eder, böylece mitokondriyal biyogenezi uyarır.146, 200, 201  Stres koşulları altında 

farklı hücre türlerinde PGC-1 alfa’nın mitokondriyal biyogenezin yanı sıra Mfn1 ve 

Mfn2 ekspresyon seviyelerini artırarak mitokondriyal füzyonu teşvik ettiği ve hücresel 

sağ kalım ve mitokondriyal fonksiyonları düzeltiği tespit edildi.202, 203 Ayrıca yeni 

yapılan çalışmalarda, SIRT1 için Mfn2 substrat olduğu ve hipoksik koşullar altında 

SIRT1 aracılı Mfn1 deasetilasyonunu mitokondri füzyonu teşvik ettiği tespit edildi.146, 

204, 205 

Long ve arkadaşları mitokondriyal solunum açıklarının iyileşmesini 

değerlendirmek için APP(swe)/PS1(AE9) çift transgenik (AD-Tg) farelerine bir NAD+ 

öncüsü olan NMN uygulamış ve beyindeki NAD+ katabolizmasının düzeldiğini 

görmüşlerdir.206  Trammell ve arkadaşları ise NR’nin bir NAD+ prokürsörü olduğunu 

bulmuşlardır.27 Bu sonuç NR verdiğimiz grupta düzelen mitokondriyal sürecin nedenini 

açıklamaktadır.  

Çalışmamızda, LH/FSH oranının tedavi uygulanan gruplarda anlamlı derecede 

düşerek kontrol grubu oranına yaklaşması, kontrol grubuna kıyasla PKOS grubunda 
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Drp1 seviyesinin yükselmesi, Mfn1’in düşmesi; tedavi gruplarında ise bu durumun 

düzelmesi PKOS’un iyileştirilmesine yönelik olarak yaptığımız bu çalışmanın 

amaçlarını desteklemektedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Bu tez çalışmasında polikistik over sendromunda artan antral foliküldeki 

granüloza hücrelerinin apoptotik ölümüne neden olduğu antral folikül gelişiminin 

duraksaması mitokondriyal dinamiklerin füzyon yerine fisyon yönüne kaymasına bağlı 

olarak artan mitokondriyal stres ile kuvvetli ilişkili olduğu tespit edilmiştir. Bu ilişkinin 

parametreleri olarak Drp1 ekspresyon seviyelerinin artışı ve füzyon proteinlerinden 

Mfn1 ekspresyon seviyelerinin azalmasıyla bağlantılı olduğunu tespit ettik. Bu 

durumdan yola çıkarak bu tez çalışmasında dişi sıçanlarda deneysel olarak oluşturulan 

polikistik over sendromu modelinde NMN ve NR ile mitokondriyal stresi fisyon 

yönünden füzyona kaydırarak inhibe ettiği tespit edildi. Mitokondriyal stres 

inhibisyonunun apoptotik hücre ölümünü engellediği ve buna bağlı olarak folikül 

gelişiminin devam ederek anovulasyonu giderdiği tespit edildi.   

Tüm bu bulgulara ilaveten NMN ve NR tedavisinin overlerde kist oluşumunu 

önemli bir şekilde azalttığı ve LH/FSH oranını kontrol grubuna yaklaştırdığı görüldü.  

Bu çalışmanın infertilite ile ilişikili PKOS tedavisinde yeni ve kuvvetli bir 

alternatif tedavi oluşturduğu gözlendiğinden bu çalışmanın dünyada ve ülkemizde 

yapılacak araştırmalara yön vereceği ve referans kaynağı olacağı öngörülmektedir. 
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