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OZET

Farkli Beslenme Tiplerinin Folikiilogenez ve Oosit Gelisimi Uzerine Etkileri

Amag: Farkli beslenme aliskanliklarinin folikiilogenez ve oosit gelisimi iizerine
etkileri arastirilarak beslenme ve infertilite arasindaki iligkinin ortaya konmasi
amaglanmstir.

Materyal ve Metot: Calisma Wistar Albino cinsi 21 giinliik 40 adet disi sigan
tizerinde yapildi. Gruplar:

1. Kontrol (n=10): Normal bakim yemi grubu.

2. Karbonhidrat (n=10): %70 karbonhidrat agirlikli yem grubu.

3. Yag (n=10): %60 yag agirlikli yem grubu.

4. Protein (n=10): %50 protein agirlikli yem grubu.

Siganlar belirtilen diyetlerle 80 giin beslendi. Deney sonunda gruplar, menstrual siklus
diizeni, ovaryumlarda folikiil sayilari, oosit ve folikiil ¢aplari, folikiillogenez spesifik
gen, protein ve hormonlarin diizeyleri, ultrastriiktiirel degisimler acgisindan
degerlendirilerek karsilastirma yapild.

Bulgular: Menstrual sikliis evresinin yag ve protein gruplarinda uzadig: tespit
edildi. Genel olarak, primordiyal folikiil rezervi ve ileri diizey folikiil tiplerinin sayilari
kontrole gore karbonhidrat grubunda benzer, yag ve protein gruplarinda ise azalmis
bulunurken atretik folikiil sayis1 yag ve protein gruplarinda kontrol ve karbonhidrat
gruplarina gore yiiksek bulundu. Rt-PCR sonuglarina ve IHC skorlamalarina gore, her
ic deneysel grupta da oosit gelisiminde énemli rol oynayan genler i¢in kontrol grubuna
kiyasla anlamli derecede farkliliklar tespit edildi. Disi lireme sistemi hormonlari da her
ti¢ grupta kontrole gore anlamli derecede farkli bulundu. Ultrastriiktiirel olarak kontrol
grubuna kiyasla diyet gruplarinda granuloza hiicreleri, granuloza lutein hiicreleri ve
oositlerde patolojik bulgulara ve zona pellusidada yapisal bozukluklara rastlandi.

Sonu¢: Uzun siireli karbonhidrat, yag ve protein agirlikli besin diyetleri
folikiilogenez spesifik genlerin ekspresyonunu ve folikiilogenezde rol oynayan
hormonlarin diizeylerini bozup folikiil rezervini azaltarak ve normal folikiil gelisimini
baskilayarak infertiliteye yol acabilir.

Anahtar Kelimeler: Beslenme, folikiilogenez, infertilite, karbonhidrat, oosit

gelisimi, protein, yag.
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ABSTRACT
Effects of Different Nutrition Types on Folliculogenesis and Oocyte Development

Aim: To reveal the relationship between nutrition and infertility by investigating
the effects of different feeding habits on folliculogenesis and oocyte development.

Material and Methods: The study was performed on 21 days old, 40 Wistar
Albino female rats. Groups:

1. Control (n=10): Normal maintenance group.

2. Carbohydrate (n=10): 70% carbohydrate group.
3. Fat (n=10): 60% fat group.

4. Protein (n=10): 50% protein group.

The rats were fed for 80 days. The groups were evaluated in terms of menstrual
cycle order, follicle numbers in ovaries, oocyte and follicle diameters, folliculogenesis
specific gene, protein and hormonal levels, and a comparison was made in terms of
ultrastructural changes.

Results: Menstrual cycle phase was prolonged in the fat and protein groups. In
general, while the number of primordial follicle reserve and advanced follicle types
were similar to the control in the carbohydrate group, they were decreased in the fat and
protein groups. The number of atretic follicle was higher in the fat and protein groups
compared to the control and carbohydrate groups. Significant differences were detected
in all three groups compared to the control group for expression of different genes
playing curicial role in folliculogenesis. Reproductive hormones were also significantly
different in all three groups compared to the control. Pathological findings in granulosa
cells, granulosa lutein cells, oocyte and in zona pellucida was detected in the diet groups
compared to the control group.

Conclusion: Long-term carbohydrate, fat, and, protein-based diets may lead to
infertility by reducing the follicle reserve, disrupting the expression of folliculogenesis-
specific genes and ovarian hormone levels.

Keywords: Nutrition, folliculogenesis, infertility, carbohydrate, oocyte

development, protein, fat.
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1. GIRIS

Infertilite (kisirlik) diinya ¢apinda 186 milyon insani etkiledigi tahmin edilen (1,
2) ve gelismekte olan {ilkelerde ortalama orani %30'lara ulasabilen bir saglik
problemidir (3). Son yillarda, yasam tarzinin kadin iireme saghgi tizerindeki etkileri
bilimsel agidan oldukga ilgi gormektedir (4-6). Viicut agirligi, viicut kompozisyonu,
fiziksel aktivite ve beslenme kadinlarin dogurganlhiimi dogrudan etkileyebilecek
faktorlerdir (5). Insanlarda ve hayvanlarda iireme ve metabolizma birbiriyle sikica
iligkili olup karsilikli ve birbirinin etkisi altinda diizenlenir (7, 8). Bu nedenle, viicut
metabolizmasini dogrudan etkileyen beslenme aligkanliklarinin {ireme sistemi iizerine
olumlu veya olumsuz etkileri kaginilmazdir. Bu etkilerin ortaya konmasi da olasi
infertilite problemlerinin Oniine gecilmesi ve dogurganligin arttirilmas: agisindan
olduk¢a dnemlidir.

Yiiksek kalorili gida aliminin disi lireme sistemi iizerine etkilerini ortaya koyan
deneysel literatiir bilgileri, agirlikli olarak yiliksek yag diyetinin neden oldugu kilo alimi
sonucu ortaya ¢ikan diizensizliklere dair verileri yansitmaktadir. Bu nedenle farkli besin
kaynakli kalori aliminin iireme sistemi {izerine etkilerine dair bilimsel veri oldukca
kisithdir. Karbonhidrat, yag ve protein igerikli farkli besin kaynakli beslenme tiplerinin
disi lireme sistemi lizerinde neden olabilecegi etkilerin bilinmesi ve karsilastirilmasi,
olast infertilite problemlerinin Oniine geg¢ilmesi ve infertilite tedavisi siireclerinde
uygulanacak diyetlerin belirlenmesi acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu baglamda,
calismamizda karbonhidrat agirlikli, yag agirlikli ve protein agirlikli besin diyetleri
kullanilarak disi ratlarda folikiilogenez ve oosit olusum siireglerindeki degisiklikler
incelendi.

Yapilan bu c¢aligmada, siitten kesilmis 21 giinliik disi siganlar karbonhidrat
agirlikli, protein agirlikli ve yag agirlikli diyetler ile 80 giin beslendi. Anestezi altinda
ovaryum dokular1 morfolojik, biyokimyasal ve genetik analizler yapilmak iizere alindi.
Her bir besin diyetinin folikiil rezervine, farkli gelisim agamalarindaki folikiil sayilarina,
folikiilogenez spesifik gen ve proteinlerin ekspresyon diizeylerine ve disi iireme sistemi
tizerinde diizenleyici rol oynayan hormonlar iizerine etkileri arastirilarak beslenme ve

tireme sistemi arasindaki iligki ortaya konuldu.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Disi iireme sistemi

Disi iireme sistemi sag ve sol ovaryumlar ile bir ¢ift uterus tiipleri, uterus, vajina, dis
genital bolge ve meme bezlerinden olusmaktadir (Sekil 2.1) (9, 10). Disi iireme sistemi, disi
germ hiicreleri olan oositlerin olusmasi ve tireme fonksiyonu igin gerekli steroid hormonlarin

tiretiminden sorumludur (11).

Interstisyal
Uterus fundusu bolge )
; Istmus Fallop tupd
Infundibulum

Sekil 2.1: Disi iireme sistemi sematik ¢izimi

2.1.1. Disi Ureme Sistemi Gelisimi

Cinsiyet genetik olarak fertilizasyonla birlikte belirlenir ancak 7. haftadan 6nce
erkek ve disi gonadlar morfolojik olarak farklilasmamustir ve her iki cinste de genital
sistem birbirine benzerdir. Heniiz farklilagmanin baslamadigi bu asamadaki evreye

‘farklilasmamis donem’ denir (12).

2.1.1.1. Gonadlarin Gelisimi

Gonadlar, mezodermal sélom epiteli, mezenkim ve primordiyal germ hiicreleri
olmak tizere ii¢ farkli kisimdan olusur. Gonadal gelisim, mezonefrozun medial
kenarinda bulunan sdlom epitelinin ¢cogalip kalinlagsmasi ile baslar. Bu epitel altindaki
mezensim de ¢ogalarak, sikilasir ve mezenkimal blastemi meydana getirir. Mezonefroz
ile dorsal mezenter arasinda, orta ¢izginin her bir kenarinda, uzunlamasina olusan bu

kabart1 ¢iftine gonadal kabartilar denir (12, 13).



Primordiyal germ hiicreleri ilk olarak embriyonik gelisimin 21. giinii itibariyle
allantois orijinine yakin vitelliis kesesinin kaudal duvarindaki endodermal hiicreler
arasinda goriiliir. Gelisimin 5. haftasinda germ hiicreleri arka bagirsagin dorsal
mezenteri eksenince embriyonun lumbar bolgesindeki gonadal kabartiya go¢ ederler. 6.
haftada primordiyal germ hiicreleri, mezensim igine girerler ve burada primitif cinsiyet
kordonlar1 denilen diizensiz yapida kordonlari olustururlar. Erkek veya disi embriyoda
bu kordonlar yiizey epiteline tutunur ve bu evrede erkek ve disi gonadlar1 birbirinden
ayirt edilemez (12, 13). Heniiz farklilasmamis bu gonadlarda korteks ve medulla ayirt
edilir. Gonadal cinsiyet, Y kromozomunun kisa kolundan sentezlenen Testis Belirliyici

Faktor (TBF) tarafindan belirlenir ve TBF testikiiler farklilasmay1 yonlendirir (13).

2.1.1.2. Ovaryumlarin Gelisimi

Farklilagmamis gonaddan gelisimin ancak 10. haftasinda belirgin bir ovaryum
gelisir. Y kromozomu i¢cermeyen ve XX kromozomlarina sahip disi embriyoda primitif
cinsiyet kordonlar1 diizensiz hiicre gruplarina ayrilirlar. Primitif germ hiicrelerini igeren
bu kiimeler, medulla kisminda yerlestikten bir siire sonra dejenere olup kaybolarak
yerlerini vaskiiler bir stroma olan ovaryan medullaya birakirlar (12, 13).

Erkek gonadlarin aksine disi gonadlarda yiizey epiteli proliferasyona devam
ederek bu epitelden kortikal kordonlar gelisir. Kortikol kordonlar, altta bulunan
mezensim igerisine dogru gomiiliirler. Kortikal kordonlarin boyutlar1 arttikca
primordiyal germ hiicreleri kordonlarin iglerine yerlesirler. 16. haftada kortikal
kordonlar mezensimle birlikte primordiyal germ hiicrelerini sararak izole olmus hiicre
kiimelerine ayrilirlar. Bu hiicre kiimesinde bulunan primordiyal germ hiicrelerinden
oogonyumlar, kortikal germ kordonlart hiicrelerinden de oogonyum etrafinda tek kath
yasst folikiil hiicreleri olusur. Boylelikle kortekste primordiyal folikiiller olusmus olur
(12-14).

Oogonyumlar fetal yasamda mitozla cogalirlar ve 3. ayda oogonyumlarin
bazilar1 1. mayoz bdlinmeye baslayarak primer oositleri olustururlar. 8. ayda ise
oogonyumlarin tamami, primer oositlerin ise bazilar1 dejenerasyona ugrar. Geriye kalan
primer oositler kortikal germ kordonlarindan olusan tek katli yassi epitelle beraber
primordiyal folikiilleri olusturur (12-14).

Postnatal yasamda artik oogonia olusmaz. Primer oositler doguma yakin mayoz

I’in profaz evresinin diploten asamasinda duraksar. 1. mayoz boliinmeyi puberteden



kisa slire once tamamlarlar. Primordiyal folikiil hicrelerinin sentezledigi oosit
gelisimini baskilayict bir madde olan OMI (oocyte maturation inhibitor) primer
oositlerin 1. mayoz boliinmesini tamamlamalarini engeller (12-14).

Dogumdan sonra ovaryumun yiizey epiteli (germinatif epitel) kiibiklesir ve tek
tabakali hale gecen hiicreler, ovaryumun hilumunda periton mezoteli ile devamlilik
gosterir. Yiizey epiteli ile korteksteki folikiiller arasinda tunika albuginea adi verilen,
ince bir fibroz kapsiil bulunmaktadir. Ovaryumlar, gerileyen mezonefrozdan ayrildiktan

sonra, mezovaryum ile baglanirlar (12).

2.1.2. Ovaryum Histolojisi

Ovaryumlar tireme hiicresi olan oosit olusumundan sorumlu organlardir. Ayni
zamanda sekonder esey karakterlerinin gelismesi ve uterus endometriyumunun
dongtisel degisikliklerinin ger¢eklesmesini saglayan hormonlar olan Ostrogen ve
progesteron hormonlarinin iiretiminden sorumlu organlardir. Ovaryumlar histolojik

olarak korteks ve medulladan olusmaktadir (10).

2.1.2.1. Ovaryum Parankimasi

Anatomik olarak ovaryum, dogum yapmamis kadinlarda 3 cm, 1,5 cm ve 1 cm
ebatlarinda oval sekilli bir organdir. Ovaryum parankimasi histolojik olarak korteks ve
medulla olmak iizere iki temel bolimden olusur (11). Korteks, medullay: ¢evreleyerek
ovaryumun periferinde bulunan ve folikiilogenez siirecinde olusan tiim folikiil tiplerini
barindiran, bagdoku hiicrelerinden oldukga zengin bir boélgedir. Ovaryum yiizeyi,
germinatif epitel denilen ve yer yer yass1 sekilli olmakla birlikte genel olarak tek katli
kiibik epitelden olusan bir hiicre tabakasiyla kaplidir. Germinatif epitel mezovaryum
bolgesinde mezotelyum olarak devamlilik gosterir. Germinatif epitel ile korteks
arasinda siki bag doku yapisinda tunika albuginea tabakasi yer alir. Medulla ise
ovaryumun merkezinde bulunan, gevsek bag dokusu yapisinda, genis kan damarlari,
lenfatik damarlar ve sinirlerden zengin bir bolgedir (10, 11) (Sekil 2.2).

Kortekste yer alan folikiiller oositlerin olgunlagsmasindan sorumlu yapilardir.
Kortekste puberteye kadar sadece primordiyal folikiiller bulunurken, puberteden sonra
farkli gelisim evrelerindeki folikiiller bulunur. Folikiillerin etrafinda stroma iginde
dagilmis diiz kas fibrilleri bulunur (14). Dogumda saglikli bir bireyin her iki
ovaryumunda yaklasik 400.000-800.000 civarinda primer oosit bulunur, ancak bunlarin



¢ogu sonradan atreziye ugrar. Puberteden sonra kalan oositlerden yaklasik 400 tanesi

ovulasyon safthasina ulasir (15).

Folikuller

Korpus Luteum

Sekil 2.2: Ovaryum korteks ve medullasi
HE, 4x

2.1.2.2. Ovaryum Folikiilleri

Bir ovaryum folikiiliinii merkezde bir oosit ve bu oositi gevreleyen farkli sayida
katmanlardan olusan hiicreler olusturur. Pedersen siniflandirmasina gore, farkli gelisim
asamalarinda primordiyal folikiil, primer folikiil, sekonder folikiil ve antral folikiil
(graaf-tersiyer folikiil) olmak tizere dort temel folikiil tipi bulunur (Sekil 2.3) (16). Bu

folikiiller de farkli gelisim asamalarina gore alt gruplara ayrilir (16).
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Sekil 2.3: Folikiil tipleri

e Primordiyal Folikiil

Primordiyal folikiiller en ilkel folikiil yapilaridir. Genellikle tunika albugineanin
altinda olmakla birlikte, korteksin hemen hemen her yerinde tekil veya gruplar halinde
bulunurlar. Tek katli yasst sekilli folikiil hiicreleri ile merkezi konumlu bir primer
oositten olusur. Folikiil hiicrelerinin dis yiizeyide bazal lamina bulunur. Bu asamada
primer oosit germinal vezikiil olarak isimlendirilen eksantrik konumlu bir niikleusa
sahip, yuvarlak sekilli bir hiicredir. Primer oositi saran folikiil hiicreleri birbirlerine

hiicreler aras1 baglanti kompleksi olan desmozomlar ile baglanirlar (11, 17).

e Primer Folikiil

Primordiyal folikiillerin hormonal regiilasyonla birlikte indiiklenmesiyle, 00sit,
folikiil hiicreleri ve ¢evredeki stromada bazi degisiklikler olur. Oositin hacmi artar,
oositi saran folikiil hiicreleri mitozla sayilarini arttirir ve sekil olarak da kiibiklesir ve
tek kath kiibik halini alir. Bu evredeki folikiile primer folikiil denir ve bu evredeki

folikiilde oosit etrafinda zona pellusida yapisi olusmaya baslar (11, 16).

o Sekonder Folikiil

Primer folikiilii olusturan folikiil hiicreleri gogalmaya devam ederek oosit etra-



finda ¢ok tabakali bir yap1 olusturur. Bu evredeki folikiile sekonder folikiil denir ve
folikiil hiicreleri artik graniiloza hiicreleri olarak isimlendirilir. Gelismekte olan primer
oositin ¢apr insanlarda 100-150 um’ye kadar biiyiir. Sekonder folikiil etrafinda bag

doku hiicreleri de organize olup teka folikiili tabakasini olustururlar (16).

e Tersiyer - Antral Folikiil

Sekonder folikiillerde graniiloza hiicreleri arasinda igi folikiil sivisi ile dolu
bosluklar goriilmeye basladiginda bu folikiiller tersiyer veya antral folikiil olarak
isimlendirilir (16). Folikiil duvarindaki bu kii¢iik bosluklar zamanla birleserek antrum
adir verilen tek bir biiyiik bosluk olutururlar. Graniiloza hiicreleri, oosit ile baglantili
oldugu bolgede kumulus ooforus adi verilen kiigiik bir tiimsek olustururlar. Oositi
saran graniiloza hiicreleri ise korona radiatay: olusturur. Bu asamada teka tabakasi ise
i¢ kisimda zengin damarlanmaya sahip teka internayi ve dis kisimda da stromaya benzer
teka eksterna tabakalarini olusturur (11).

Graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu ve folikiil sivisinin artmasi ile ¢ap1 10
mm ve daha fazla hacme ulasan folikiile graaf folikiilii (preovulatuvar folikiil) denir.
Graaf folikiilii ovaryum korteksi boyunca uzanir ve ovaryum yiizeyinde ¢ikintilar
olusturur. Graniiloza tabakasinda yer alan antrum boslugu genislerken, kumulus ooforus
ile folikiil duvart arasindaki baglanti gittikce zayiflar ve zamanla oosit, etrafindaki

korona radiata hiicreleri ile birlikte ovaryumdan tuba uterinaya atilir (11).

e Atretik folikiil

Ovaryum folikiillerinin dogumda sayis1 ortalama 600.000 civari iken, iireme
hayat1 siirecinde bunlardan yalmiz yaklagik 400 tanesi olgunlagsmasini tamamlayip
ovulasyon asamasina ulagir. Bu yiiksek sayisal azalma, fetal gelisimde baslayip,
puberte, eriskin donem ve menapozda da devam eden folikiiler atreziden
kaynaklanmaktadir. Folikiiler atrezi, folikiilogenezin herhangi bir asamasinda meydana
gelebilen normal fizyolojik bir durumdur. Atrezide, ilk olarak oosit biiziiliir, folikiil
hiicreleri piknotiklesir ve birbirlerinden ayrilip otolize ugrarlar. Zona pellusida yapisi
genisler ve uzun siire bu sekilde kalabilir. Teka hiicreleri ise vaskiiler kordonlar halinde
diizenlenip dejenere olurlar. Atretik folikiillerde graniiloza hiicreleri ile teka interna
arasinda bazal lamina kalintilar1 gortlebilir. Hiicrelerin 6liimiinden sonra ise, hiicre

kalintilarin1 fagosite etmek tizere makrofajlar folikiil bolgesinde yogunlasir (26).



Ureme déneminin sona erdigi donem olan menapozdan sonra ovaryumlar artik
ovulasyon yapamaz. Menapozdan sonra ovaryumlarin hacmi kiigiiliir, yasla birlikte
ovaryan stroma daha da yogunlasir, tunika albuginea kalinlagir ve ovaryum yiizey
epiteli ¢ok incelir. Yasl ovaryumlar1 biiyiik, anormal yapida, i¢i siviyla dolu kistik

folikiillerden zengindir (11, 17).

2.1.3. Folikiilogenez ve Oosit Spesifik Genler

Folikiil ve oosit gelisimi hem hormonal hem de genetik faktorlerin etkisi
altindadir. Normal bir oosit gelisimi igin rol oynayan genler (18) oldukga fazla sayida
olup 6nemli rol oynayan genlerden bazilari: Zpl, Zp2, Zp3, BMP15, GDF9, Foxo03a,
GAS?2 genleridir.

ZP1 (zona pellucida 1), ZP2 (zona pellucida 2) ve ZP3 (zona pellucida 3)
proteinleri oositin etrafin1 saran zona pellusidanin (Sekil 2.4) (19) yapisina katilarak
oosit gelisimde ve fertilizasyonda gorev alirlar (20). ZP3 proteini tiir-spesifik sperm
baglanmasini saglar. ZP2 de ileri diizey sperm baglanmasinda rol oynar. ZP1 proteini
ise ZP2 ile ZP3 proteinlerini ¢apraz olarak birbirine baglar (21). Eksik ZP1 sentezi

ZP3’lin stoplazmada ¢okelmesine ve zona pellusidanin olusmamasina neden olur (22).

Zona Pellusida

Oosit
ZP3

\ Karbonhidrat

/ zincirleri

Sekil 2.4: Zona pellusida molekiiler yapisi

BMP15 (bone morphogenetic protein 15), oositte BMP15 geni tarafindan
kodlanan ve folikiillogenezde rol oynayan bir proteindir (23, 24) (Sekil 2.5) (25). Bu
protein -transforming growth factor beta (TGF-B)- superfamilya grubundadir ve
parakrin bir sinyal molekiiliidiir (26). BMP15, ovaryan folikiillerin ilk evresinde
bliylime ve olgunlagsmalarinin desteklenmesinde, granuloza hiicrelerinin FSH

hormonuna karsi duyarliliklarim1  baskilayip ileri evre folikiil olgunlagsmasini
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engelleyerek ovulasyona ugrayacak oositlerin sayisinin belirlenmesinde ve granuloza

hiicrelerinin apoptoza ugramasinin engellenmesinde ve ¢ogalmasinda rol oynar (26, 27).

Oosit — KitL-1

Biiylime ve % / .
yasama €+ Kit €—KitL-2

GDF-9
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Cogalma KitL -
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Sekil 2.5: BMP-15 etki mekanizmasi

GDF9 (growth differention factor 9), GDF9 geni tarafindan oositlerden
kodlanan, -transforming growth factor beta (TGF-B)- superfamilya grubuna ait
folikiilogenezde rol oynayan bir proteindir (28, 29) (Sekil 2.6) (30). GDF9, gelismekte
olan oosit ile folikiil hiicreleri arasinda parakrin etki gostererek tiim folikiilogenez,
oogenez ve ovulasyon siirecinde dogru gelisim igin gerekli bir proteindir ve bu nedenle
fertilitede biiyiik rol oynar (31). Memelilerde GDF9 granuloza hiicreleri tizerinde direkt
etki gosterip onlarin ¢ogalmasimi ve farklilagsmalarini saglayarak erken folikiiler
gelisimde temel bir fonksiyona sahiptir (29). Ileri evre folikiil gelisimin bir gdstergesi
kumulus hiicrelerinin goriilmesidir (31). Normal folikiiler gelisimin bir karakteristigi
olan kumulus hiicrelerinin genislemesine sebep olur (31). GDF9 granuloza hiicrelerinde
hyaluronik sentaz 2 (Has2) mRNA sentezini indiiklerken {irokinaz plazminojen
aktivator (uPA) mRNA sentezini baskilar (32). Bu durum hyaluronik asit bakimindan
zengin ekstraseliiler bir matriks saglar ve kumulus hiicrelerinin genislemesine neden
olur (33). Kumulus hiicreleri ovulasyonda da oositle birlikte bulundugundan, GDF9
proteinin {retimi oosit i¢in gerekli uygun mikrocevrenin saglanmasi i¢in oldukca
onemlidir (33). Ayrica GDF9 prostoglandin-EP2 reseptor sinyal yolagimi sitimule

ederek progesteron liretimini de destekler (34).
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Sekil 2.6: GDF9 etki mekanizmasi

Foxo3a (forkhead box O3a), FOXO3 geni tarafindan kodlanan bir proteindir
(35). Hiicre oliimi igin gerekli olan Bim, PUMA gibi genleri aktive ederek (36) veya
FLIP gibi anti-apoptotik proteinlerin sentezini baskilayarak (37) apoptozu tetikleyen bir
fonksiyona sahiptir. Memeli ovaryumunda FOXO3a proteini graniiloza hiicrelerinin
apoptozunu indiikleyerek atrezi ve folikiil biiylimesini diizenler (38). Foxo3a proteini,

rezerv folikiillerin asir1 aktivasyonunu inhibe ederek folikiil rezervini koruyup disi

tireme periyodunun diizenlenmesinde rol oynar (38-40) (Sekil 2.7).
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ertelenmesi 4 TR
hiicre-oosit iletisimi

Sekil 2.7: Foxo3a etki mekanizmasi
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GAS2, growth arrest-spesific protein 2, GAS2 geni tarafindan kodlanan bir
proteindir (41). GAS2 proteini hiicre iskeleti ile iliskili bir proteindir. Drosophila ve
domuzlarda GAS2 yoklugunun kisirlik ile sonuglandigi goriilmiistiir. Ovaryum stromal
hiicrelerde sentezlenir ve normal folikiil gelisimi i¢in gerekli bir proteindir. GAS2 mutant
farelerde farkli gelisim asamalarindaki folikiillerin etrafindaki bazal laminanin yapisinin
bozuldugu ve toplam folikiil sayilarinda biiylik oranda azalma oldugu gozlenmistir. Bu
nedenle stromal hiicrelerden salgilanan GAS2 proteini folikiilogenez siirecinde énemli bir

rol oynamaktadir (42).

2.1.4. Beslenme ve Disi Ureme Sistemi

Disi hayvanlarda iireme ve metabolizma birbiriyle iligkilidir ve karsilikli olarak
diizenlenmektedir (7). Metabolizma igin gerekli olan enerjinin saglandigi besin 6geleri;
gidalarin i¢inde bulunan ve temel besin 6geleri olan karbonhidratlar, proteinler, yaglar ile
vitaminler, mineraller ve sudur (43). Thtiyag duyulandan daha az enerji alindiginda kilo
kayb1 meydana gelirken, harcanandan daha fazla enerji alindiginda ise viicutta yag olarak
depolanarak obezite, diyabet, hipertansiyon, kalp ve damar hastaliklar1 gibi ¢esitli
hastaliklara neden olabilir (43, 44). Ureme fonksiyonlarinin normal bir sekilde devam
edebilmesi i¢in de bireysel enerji alimi ile kullanimi arasindaki dengenin iyi korunmasi
onemlidir (43, 44).

Bircok ¢alismada gosterilmistir ki Viicut Kiitle Indeksi (VK1) ile infertilite arasinda
J-sekilli bir iliski vardir. Aslinda bu iliski bimodal bir seyre sahiptir. Yani hem zayif
(VKi<19 kg/m?) hem asin kilolu (VKi 25-29.9 kg/m?) olan kadmlar benzer infertilite
risklerine sahiptirler. Bununla birlikte obez kadmnlar (VKI>30 kg/m?) iki kat daha fazla
infertilite riskine sahiptirler (5, 45). Yapilan ¢alismalar, saglikli bir ireme fonksiyonu i¢in

dengeli bir beslenme ile VKI’yi normal aralikta tutmanin énemini ortaya koymaktadir.

2.1.4.1. Karbonhidratlar ve Ureme

Karbonhidratlar viicut i¢in temel enerji kaynagi olup 1 gr’1 4 kkal enerji saglar. Kan
sekerinin diizenlenmesi, kaslarin c¢aligmasi, sivi-elektrolit dengesinin siirdiiriilmesi ve
bosaltim gibi birgok temel fonksiyon i¢in énemli bir role sahiptirler. Ureme cagindaki
kadin ve erkeklerin giinlik olarak ortalama 130 gr karbonhidrat almasi tavsiye
edilmektedir (43, 46). Gerekli bu ihtiyacin karsilanmasi i¢in glisemik indeks degeri diisiik

olan gidalardan (bugday, arpa, yulaf, islenmemis piring, mercimek, fasulye, nohut, findik
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sebze ve meyveler vb.) tiiketilmesi tavsiye edilmektedir (43, 44). Ciinkii eger
karbonhidratlar fazla alinirsa yaga doniistiiriilerek viicutta depolanir ve obezite riskini
arttirir.  Yiiksek oranda karbonhidrat tiiketen kadinlarda, ovulasyona bagl infertilite
riskinin %78 daha fazla oldugu bildirilmektedir (46).

2.1.4.2. Proteinler ve Ureme

Proteinler organizmada biiylime, gelisme ve hiicre yenilenmesi icin gerekli bir
besin kaynagidir. 1 gr protein 4 kkal enerji saglar. Yeterli enerji ihtiyacinin karbonhidratlar
ve yaglardan karsilanamadigi durumlarda proteinler kullanilir. Ayrica bazi hormonlarin ve
enzimlerin iiretilmesi igin proteinlere ihtiyag duyulur (43, 47, 48) Ureme dénemindeki
kadinlarin kilogramlar1 basina giinliik ortalama 0.83 gr protein almalari 6nerilmektedir
(45). Gebelik oncesinde alinmasi tavsiye edilen giinliik protein miktar1 ise yaklagik 46
gr’dir (44). Saglikli bir protein alimi igin et, balik, kiimes hayvanlari, yumurta, siit ve siit
tirtinleri, baklagiller, yagli tohumlar (findik, ceviz vb.) ve tahil iiriinleri tiiketilebilir (43-
45). Fakat hayvansal kaynakli proteinlerin ¢ok fazla tiiketilmesinin ovulasyona bagli
infertilite riskini %20 oraninda arttirdigr bildirilmistir. Bitkisel kaynakli proteinlerin
tiiketilmesi durumunda ise infertilite riski %43 oraninda daha az goriilmektedir (46).
Bununla birlikte vejetaryenler protein yetersizligi agisindan risk altinda olup protein
gereksinimlerini karsilayacak gidalarla beslenmeye (baklagiller, yagli tohumlar, soya siitii,

stit ve siit iirtinleri vb.) agirlik vermelidirler (49).

2.1.4.3. Yaglar ve Ureme

Yaglar organizma igin en fazla enerji kaynagi olan besinlerdir ve 1gr’1 9 kkal enerji
vermektedir (45, 48). Yagda ¢6ziinen vitaminlerin (A, D, E, K) emilimi, viicut 1sisinin
diizenlenmesi, baz1 hormonlarin ve kolesteroliin sentezi i¢in yaglara ihtiyag duyulmaktadir.
Ayrica viicutta sentezlenmeyip disaridan alinan esansiyel yag asitlerinin karsilanmasi i¢in
de yeterli yag alinmasi gerekir (45, 48). Ihtiyag duyulandan daha fazla yag tiiketildiginde
obezite riski artar (47). Gebelik planlayan bireylerin giinliik ortalama 1.1 gr omega-3 ve
11-12 gr omega-6 tiikketmesi tavsiye edilmektedir (44). Esansiyel yag asitleri fetiisiin noral
gelisiminde 6nemli rol oynadigi, prematiire dogum ve diisiik gibi riskleri azalttig1 i¢in
mutlaka diyette yeterli miktarda bulunmalidir (50, 51). Gebelik planlayan kadinlar diizenli
olarak balik, ceviz, findik, bitkisel yaglar gibi gidalar tiiketerek esansiyel yag asidi
ihtiyaglarini kargilayabilirler (44, 50, 52).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deney diizeni ve uygulama siireci

Yapilan calismada Inénii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezinden alinan 40 adet, 21 giinliik yavru, 40-60 g agirliginda Wistar albino cinsi
disi sican kullamldi. Sicanlar, deney hayvanlari merkezinde 22+2°C’lik sicaklik,
mevsimsel giin 15181 ritimli aydinlatmali ve havalandirmali odalarda 6zel kafeslerde
beserli gruplar halinde tutuldu.

40 adet sican rastgele segilerek 10’arl1 4 gruba ayrildi (Sekil 3.1):

1. Kontrol Grubu (n=10): Normal bakim si¢can yemi ile beslenen grup.

2. Karbonhidrat Grubu (n=10): %70 karbonhidrat agirlikli sican yemi ile

beslenen grup.

3. Yag Grubu (n=10): %60 yag agirlikli sican yemi ile beslenen grup.

4. Protein Grubu (n=10): %50 protein agirlikli sigan yemi ile beslenen grup.

;zsﬁ‘ e
A Kontrol (K)
— & Z

/ Yag (Y)
A

m— = -

Sekil 3.1: Deney gruplari

21 giinliik yavru siganlar yukaridaki gibi gruplandirildiktan sonra 5’erli
kafeslerde 6zel deneysel yemlerle (Tablo 3.1) (Research Diets, Inc., 20 Jules Lane,

New Brunswick, NJ, 08901 USA) beslendi. Deney baslangicinda ve deney siiresince
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sicanlar ve tiiketilen yem miktarlart tartilip haftalik kilo alim oranlar kaydedildi.

Deney siiresince giinliik vajinal smear testi igin siiriintii 6rnekleri alindi.

Tablo 3.1: Deneysel Yem icerikleri

60 kcal% Yag | 50 kcal% Protein | 70 kcal% Karbonhidrat| Kontrol Grubu

gm%| kcal% gm%)| kcal% gm% kcal%| gm% keal%
Protein 26 20 49 50 18 18 24 24
Karbonhidrat 26 20 37 38 68 70 62 64
Yag 35 60 5 12 5 12 5 12
Toplam 100 100 100 100
kcal/gm 5.2 39 39 39
Igerik gm|  keal gm|  keal gm keal gm keal
Casein 200 800 507 2028 1825 730| 2433 973
L-Cystine 3 12 3 12 3 12 3 12
Corn Starch 0 0 1813 725 5056 2022 445 1780
Maltodextrin 10 125 500 125 500 125 500 125 500
Sucrose 68.8 275 68.8 275 68.8 275 68.8 275
Cellulose, BW200 50 0 50 0 50 0 50 0
Soybean Oil 25 225 25 225 25 225 25 225
Lard 245 2205 28 252 28 252 28 252
Mineral Mix, S10026 10 0 10 0 10 0 10 0
DiCalcium Phosphate 13 0 13 0 13 0 13 0
Calcium Carbonate 55 0 55 0 55 0 55 0
Potassium Citrate, 1 H20 16.5 0 16.5 0 16.5 0 16.5 0
Vitamin Mix, V10001 10 40 10 40 10 40 10 40
Choline Bitartrate 2 0 2 0 2 0 2 0
FD&C Yellow Dye #5 0 0 0 0 0.05 0 0.025 0
FD&C Red Dye #40 0 0 0.05 0 0 0| 0025 0
FD&C Blue Dye #1 0.05 0 0 0 0 0 0 0
Toplam 773.85| 4057 10452 4057 1045 4057 | 1045.2 4057

Deney uygulama siirecinin 80. giinlinden itibaren siganlar sakrifiye edilmeye
baslandi. Vajinal smear testi ile diestrous evresinde oldugu tespit edilen sicanlarin ayni
giin ketamin-ksilazin anestezisi altinda kan ornekleri ve ovaryumlart (Sekil 3.2)
alindiktan sonra siganlar sakrifiye edildi. Takip eden ii¢ giin igerisinde diestrous
evresinde oldugu tespit edilen tiim Siganlarin sakrifikasyonu ve doku alim islemleri

tamamlandi.
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Sekil 3.2: Rat ovaryum dokular1

Sicanlarin viicut kitle indeksleri belirlenmek tizere ketamin-ksilazin anestezisi
altinda iken boylar1 olgiildi. Kalp sag atriumundan kan ornekleri alinip santrifiij
edilerek serumlart ayrigtirildiktan sonra biyokimyasal hormon analizleri yapilmak
tizere -80°C’e muhafaza edildi. Her siganin sag ovaryumu, histolojik inceleme ve
histomorfometrik Sl¢iimler igin bouin soliisyonuna (her grup i¢in n=4) ve %10’luk
formaldehit soliisyonuna (her grup i¢in n=6) alindi. Sol ovaryumlar ise RNA analizleri
icin (her grupta n=5) alinarak -80°C’de muhafaza edildi. Transmisyon elektron
mikroskobik incelemeler i¢in (her grup i¢in n=6) yaklasik 1 mm® ovaryum doku 6rnegi

%2,5’1uk gluteraldehit soliisyonuna alindi.

3.2. Menstrual siklus evrelerinin belirlenmesi

Deney baslangicinin 20. giiniinden itibaren (siganlar 40 giinliik iken) vajinal plak
testi ile ratlarin puberteye erisme yaslari belirlenerek kaydedildi ve vajinal smear
alinmaya baglandi. Vajinal smear testi i¢in ratlar grup i¢inde de bireysel olarak takip

edildiginden her siganin kuyrugu boya kalemi ile isaretlendi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3: Birebir takip icin isaretlenen ratlar

Vajinal plak agikligi tespit edildigi giinden itibaren 60 giin boyunca ratlardan
giinliik olarak pastor pipet ile yaklasik 0.5 ml serum fizyolojik (SF) verilerek vajinal
smear alinip (Sekil 3.4) her ratin menstrual siklus diizeni belirlenmek itizere ‘cresyl

violet’ ile boyandi.

Sekil 3.4: Vajinal smear i¢in alinan 6rnekler

Her bir sigan i¢in menstrual siklus evreleri literatiirde belirtilen kriterlere gore

(Tablo 3.2, Sekil 3.5) (53, 54);
1. Proestrous: Kiimeler halinde normal epitel hiicrelerinin varhigi,
2. Estrous: Dejenere epitel hiicrelerinin varligi,
3. Metestrous: Dejenere epitel hiicreleri ve yogun 16kosit varligi,

4. Diestrous: Lokosit ve az sayida normal epitel hiicrelerinin varligi olmak

tizere 4 evreye ayrildi.
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Tablo 3.2: Menstrual siklus evrelerine gore hiicrelerin bulunma oranlari

Tipik hiicre sayilari
Evre Lokositler m Komifive “N“]'J"k“””"“”““g Eil;—::l?::z Toplam Givenilirlik
Estrous - -1+ +++ +- +++ +++
Metestrous +++ - I+ + -+ -|+
Diestrous + +- +- +- +++ +++
Proestrous - +- J+ - +/++ ++

ProestrousO “’ ‘

g ’u‘@' #

Sekil 3.5: Menstrual siklus evrelerine gore vajinal smear goriiniimleri
Siyah ok: Lokositler, beyaz ok: ¢ekirdeksiz epitel hiicreleri, kirmizi ok: normal epitel hiicresi, cresyl

violet, x40.

Cresyl violet ile boyanan smear Ornekleri 1s1k mikroskobu altinda incelenerek

siganlarin menstrual siklus evreleri kaydedildi.
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3.3. Histolojik Teknikler

3.3.1. Doku Takibi ve Kesit Alma

Formaldehit ve Bouin soliisyonuna alinan ovaryum ornekleri 24 saatlik tespit
stiresi sonunda Tissue-Tek VIP/SAKURA doku takip cihazinda doku takip
basamaklarindan gegirildi (Tablo 3.2). Doku takip islemlerinin ardindan doku 6rnekleri
parafin bloklara gomiildii. Folikiil sayim1 i¢in Bouin ile tespit edilen ovaryumlardan 8
um kalmhiginda seri kesitler alindi (Sekil 3.6). Immiinohistokimyasal (IHC) ve
immiinflorasan (IF) uygulamalar i¢in formolle tespit edilen ovaryumlardan 5 um

kalinliginda kesitler alindi.

3.3.2. Folikiil simflandirmasi ve sayimi

Bouin soliisyonu ile tespit edilen ovaryumlarin tamami kesilecek sekilde 40 um
araliklarla 8 um kalinliginda seri kesitler alindi (Sekil 3.6). Kesitler otomatik doku
boyama cihazinda (Leica Autostainer XL) hematoksilen eozin ile boyand: (Tablo 3.2).
Her grupta seri Kkesitlerin tiim yiizey alan1 20x objektif ile taranarak folikiil tipleri
Pedersen siniflandirmasina (16) gore (Sekil 2.3) gruplandirildi. Bu siniflandirmaya
gore, eger oosit birkag tek katli yassi folikiil hiicresi ile ¢evrili ise primordiyal folikiil,
tek kath kiibik hiicrelerle ¢evrili ise primer folikiil, ¢ok kathi kiibik hiicrelerle
(granuloza) gevrili ise sekonder folikiil, granuloza hiicreleri arasinda belirgin en az bir
antrum olugmussa tersiyer folikiil, biiyiik tek bir antrum ve kumulus ooforus yapisi
varsa preovulatuvar folikiil, birden fazla oosit iceriyorsa poliovulatuvar folikiil,
normal histolojik folikiil ve oosit yapisi deforme olmugsa atretik folikiil olarak
siniflandirildi (Sekil 3.7). Her folikiil tipi i¢in kesit diizleminde folikiil ortasinda belirgin
bir oosit varsa sayima dahil edildi. Korpus luteumlar 320 um’de bir (sekiz kesitte bir)
sayildi. Elde edilen sayilar 5 ile garpilarak [(40 um / 8 um) = 5] bir ovaryumdaki her bir
folikiil tipi icin Toplam Folikiil Sayilar1 (TFS) ve korpus luteum sayilari hesaplandi
(55).
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— 8 um

Lam
lizerine
alindi

\\\6\ lizerine
l, ? alindi

TFS = Folikil sayis1 x (40/8)

Sekil 3.6: Seri kesit alim1 ve folikiil sayimi1
*TFS: toplam folikiil sayis1

A: Primordiyal Folikiil

B: Primer Folikiil

C: Sekonder Folikiil

D: Tersiyer Folikiil

E: Preovulatuvar Folikiil
F: Korpus Luteum

G: Poliovulatuvar Folikiil
H: Atretik Folikiil

Sekil 3.7: Folikiillerin morfolojik olarak siniflandirilmasi
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3.3.3. Histomorfometrik Olgiimler

Gruplar arasi oosit ve folikiil ¢aplar1 karsilastirmasi i¢in primer folikiilden
preovulatuvar folikiil evresine kadar tiim folikiil tiplerinde, folikiil ¢aplar1 ve 00sit
caplar folikiiliin ve 0ositin en kisa ve en uzun eksenlerinden birbirini dik kesen iki gap
¢izgisi uzunlugunun ortalamasi alinarak hesapland: (Sekil 3.8). Folikiil capi, granuloza
hiicrelerinin bitiminden itibaren siirlandirild (teka kilifi 6l¢iime dahil edilmedi). Oosit
capt zona pellusida dahil olmak tizere sinirlandirildi. Tim Olgimler, merkezinde

belirgin bir oosit iceren normal yapidaki folikiiller iizerinde yapildu.

“Primer Folikiil Sekoifder Folikiil
: i N |

Sekil 3.8: Folikiil ve oosit ¢cap 6l¢iimleri metodu
Mavi kesikli ¢izgiler: folikiil ¢aplari, kirmizi kesikli gizgiler: oosit ¢aplari

Zona pellusida kalinlik karsilagtirmasi igin tersiyer evredeki folikiillerde oositi
cevreleyen zona pellusidayr dik kesecek sekilde karsilikli dort farkli noktadan 6l¢tiim
yapilarak (Sekil 3.9) ortalamasi alindu.
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Length = 3,40 ym

Length = 2,64 ym B8

Length = 3,68 ym

Length = 2,99 ym

Sekil 3.9: Zona pellusida kalinlik 6l¢iim metodu
Zp2 (IHC), 40x

3.3.4. Histopatolojik Degerlendirmeler

Histopatolojik olarak ovaryum stromal dokuda konjesyon ve inflamasyon
skorlamasi; korpus luteumlarda konjesyon, inflamasyon degerlendirildi (0: yok, 1:
zayif, 2: orta, 3: siddetli). Her bir ovaryumun (n=7) farkli seviyelerdeki 10 kesitinin, bag

doku alanlart ve tiim korpus luteumlar1 40x objektifle incelenerek skorlama yapildi.

3.3.5. Immiinohistokimyasal ve Immiinoflorasan Boyamalar

Immiinohistokimyasal analizler i¢in, formolle tespit edilen ovaryumlardan 5 pm
kalinliginda kesitler alinarak Zp1, Zp2, Zp3, BMP15, Gdf9, Foxo3a, GAS2 ve Caspase
3 antikorlart ile boyandi (Tablo 3.3). Antikorlar kullanim klavuzlarinda belirtilen
oranlarda (Tablo 3.4) antikor diluenti ile seyreltilerek kullanildu.

Her bir protein i¢in immiinreaktivite diizeyi, ‘0: boyanma yok, 1: zayif boyanma,
2: orta siddette boyanma, 3: siddetli boyanma’ skorlamasina gore yapildi.

Immiinoflorasan boyama icin formolle tespit edilen ovaryumlardan 5 pm
kalinliginda kesitler alinarak Zp2, Zp3 (Tablo 3.4) antikorlar1 ile boyandi (Tablo 3.3).
Antikorlar kullanim klavuzlarinda belirtilen oranlarda %1 BSA ile seyreltilerek
kullanildi.

Tim kesitler, Nikon Eclipse Ni-U 151k mikroskobu, DS-Fi3 camera (Nikon
Instruments Inc., Melville, NY) ve NIS-Elements Documentation 5.02 Gériintii Analiz

Sistemi (Nikon Corp., Tokyo, Japan) ile incelenerek analizler yapilip fotograflar alindi.
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Tablo 3.3: Doku takip ve boyama prosediirleri

Dokau takibi prosediirii

H&E boyama pros e diirii

1. Musluk suyu 1 saat 1. Inkiibasyon (60°C) 1 saat
2. Musluk suyu 1 saat 2. Ksilen 5dkx3
3. %380 alkol 1 saat 3. %96 alkol 3dk
4. %96 alkol 1 saat 4. %96 alkol 3dkx?2
5. %96 alkol 1 saat 5. Absolii alkol 3dkx2
6. Absolii alkol 1 saat 6. Musluk suyu 5dk
7. Absolii alkol 1 saat 7. Hematoksilen 10 dk
8. Ksilen 1 saat 8.Musluk suyu 5dkx3
9. Ksilen 1 saat 9. Eozin 2dk
10. Ksilen 1 saat 10. %96 alkol 3dkx2
11. Parafin | 1 saat 11. Absotlii alkol 3dkx2
12. Parafin I 1 saat 12. Ksilen 5dkx3
13. Parafin 11 1 saat
14. Parafin IV 1 saat

IHC boyama prosediirii IF boyama prosediirii
1. Deparafinizasyon 1.Deparafinizasyon
2. Antijen Retrival 15 dk, 121°C  |2. Antijen retrival 15 dk, 121°C
3. Distile Su 1dk 3. PBS 5dkx2
4. PBS 1dk 4. %1 BSA 10 dk
5. Hidrojen Peroksit 10 dk 5. Primer antikor Overnight, 4°C
6. PBS 1dk 6. PBS 5dkx 3
7. Protein Blok 5 dk 7. Sekonder antikor 1 saat
8. Primer Antikor 40 dk 8. PBS 5dkx3
9. PBS 5dk 9. Kapama (DAPT’li medium)
10. Sekonder Antikor 20 dk
11. PBS 5 dk
12. Streptevadin Peroksidaz (HRP) 10 dk
13. PBS 1 dk
14. Kromojen 10 dk
15. PBS 1dk
16. Distile Su 1 dk
17. Hematoksilen 2dk
18. Musluk Suyu 1dkx3
19. Distile Su 1 dk

Tablo 3.4: THC ve IF i¢in kullanilan antikorlar

Primer Antikor Marka Diliisyon Oram
BMP15 Bioss bs-6612R IHC: 1/300
Gdf9 Bioss bs-4720R IHC: 1/300
GAS2 Bioss bs-13289R IHC: 1/500
Foxo3a Y L-biont Y1D2201 IHC: 1/500
Zpl Y L-biont YID 5393 IHC: 1/500
Zp2 Y L-biont YID53% IHC: 1/500
Zp3 Y L-biont YID 5395 IHC: 1/500
Caspase 3 NeoMarkers RB-1197-p  IHC: 1/300
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3.4. Transmisyon Elektron Mikroskopi Analizleri

Ovaryumlardan alinan yaklasik 1 mm® hacmindeki doku 6rnekleri ilk olarak
%2,5’luk gluteraldehit igerisine alinip +4°C’de 12 saat tespit edildi. Tespit islemini
takiben Leica EM AMW cihaz ile elektron mikroskopik doku takibi yapilarak (Tablo
3.5, 3.6) dokular slikon kaliplar igerisinde rezine gémiildii. Rezin igine gémiilen dokular
45°C etiivde 4 saat, 60°C etiivde 24 saat polimerizasyona birakildi.

Polimerize olan rezin bloklar1 trimlendikten (Leica EM Trimmer) sonra
ultramikrotom (Leica Ultracut R) ile oncelikle yar1 ince kesitler (I um) alinarak
toluidine blue ile boyanip oosit varligi kontrol edildi. Oosit denk gelmeyen bloklar
tekrar trimlenerek oosit goriiliinceye kadar trimleme ve yarin ince kesit alinmaya devam
edildi. Yar1 ince kesitlerde oosit tespit edilen bloklarda oosit etrafinda kalan fazla
alanlar tekrar traglanarak (Sekil 3.10) sadece oositin bulundugu bélgeden alinan 80 nm
kalinligindaki ultra-ince kesitler bakir gridler iizerine alindi. Kesitler uranil asetat ve
kursun sitrat ile kontrastlanip (Tablo 3.5, 3.6) Zeiss Libra 120 TEM ile incelenerek

fotograflar alindi.

Tablo 3.5: EM Doku Takip ve Grid Boyama (Kontrastlama) Prosediirii

EM doku takibi prosediirii Kontrastlama
1. PBS 2 dk x 3,20°C |1. Uranil Asetat 5dk
2. Osmium tetroksit %1 1.5 saat, 20°C  |2. Deiyonize su 1dk
3. PBS 2 dk x 4,20°C |3. Kursun sitrat 3 dk, +4°C, karanlikta
4. Aseton % 30 5 dk, 20°C 4., Deiyonize su 1dkx5
5. Aseton % 50 5 dk, 20°C
6. Aseton % 70 5 dk, 20°C
7. Aseton % 90 5 dk x 2,20°C
8. Aseton % 100 5dk x2,20°C
9. Araldit %50 30 dk, 37°C
10. Araldit %75 30 dk, 37°C
11. Araldit %100 1 saat, 37°C
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Tablo 3.6: Elektron mikroskobik doku takip basamaklarinda kullanilan soliisyonlar

Fosfat tamponu (PBS) %2,5 Gluteraldehit %1 Osmium Tetroksit
0.2 M Na2HPO4 (3.56 g+100 ml dst 38 ml |0,2 M fosfat tamponu 50 ml |%4 Osmium tetraoksit 5 ml
0.2 M NaH2P04 (3.12 g+100 ml dsu; 12 ml |%25 Gluteraldehit 12ml |02 M fosfat tamponu 10 ml
Deiyonize su 50 ml |Deiyonize su 38 ml |Deiyonize su 5ml
Toplam 100 ml{ Toplam 100 ml {Toplam 100 ml
Araldit Uranil Asetat Boyasi Kursun Sitrat Boyasi
DDSA 20 ml |Metil Alkol 80 ml |Kursun sitrat 0,266 g
Araldit CY212 20 ml |Uranil Asetat 29 Trisotyum sitrat 0,352 g
BDMA 0,8 ml |Deiyonize su 20 ml |1 M sodyum hidroksit 1,6 ml
Deiyonize su 84 ml

Yari-ince kesit, TB, x4

Yag Karbonhidrat Kontrol

Protein

Yari-ince kesit, TB, x40

Sekil 3.10: Oosit alaninin tespiti ve ZP nin goriintiilenmesi
Sol siitun-gri alanlar: oosit disinda kalip traglanan alanlar.
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3.5. Gen Ekspresyon Analizleri
3.5.1. RNA izolasyonu
Ovaryum doku orneklerinde RNA izolasyonu i¢in RNeasy Plus Mini Kit

(Qiagen), tretici firmanin Onerilerine gore kullanildi. RNA izolasyonu igin sirasiyla

asagidaki basamaklar uygulandi:

1.

25 mg ovaryum doku 6rnegi alinip, dondurularak, doku {izerine 350 ul RTL Buffer

eklenip Qiagen Tissue Lyser LT cihazinda homojenize edildi.

. Homojenizat 2 ml’lik ependorf tiipe alinip, 600 pul %70°lik ethanol eklendi ve pipetaj

yapild.

. 700 pl’lik hacim alinip RNeasy plus mini kit pembe spin kolonlarina yiiklendi ve

kapaklar kapatild1 (2 ml’lik toplama tiipleri kolon altina gegirilir). 15 saniye 8000g
(10.000 rpm)’de santrifiij yapildi, altta olusan siizlintii atildi.

. 700 pl Buffer RW1 pembe spin kolonun iizerine eklendi. 15 saniye 8000g (10.000

rpm)’de santrifiij yapildi, altta olusan siiziintii atild1.

. 500 pl Buffer RPE pembe spin kolonun {izerine eklendi. 15 saniye 8000g(10.000

rpm)’de santrifiij yapildi, altta olusan siiziintii atildi.

. 500 pl Buffer RPE pembe spin kolonlarina yiiklendi. 2 dakika 8000g (10.000

rpm)’de santrifiij yapildi, toplama tiipleri atildi.

. Opsiyonel olarak RPE Buffer’in iyice uzaklastirilmasi icin toplama tiipleri

degistirilip 1 dakika son hizda santriifuj yapildi, toplama tiipleri atildu.

1,5 mI’lik tiipler igine kolonlar yerlestirildi. Uzerine 30ul RNase Free Water eklendi.
1 dakika 8000g’de santriifiij yapilarak RNA eliisyonlar1 elde edildi. Izole edilen
RNA oOrneklerinden miktar tayini ve saflik derecesinin belirlenmesi amaciyla
spektrofotometre (Maestrogene, nano) kullanildi ve 260 nm ve 280 nm’de 6lglim
gerceklestirildi. Olgiim sonrasinda her bir ornekteki toplam RNA miktar1 ve

Absorbans (260/280) oranindan yararlanilarak RNA saflik derecesi belirlendi.

3.5.2. Genomik DNA’nin (gDNA) eliminasyonu ve cDNA Sentezi
Elde edilen total RNA eliisyonlarindan gDNA eliminasyonunda ve cDNA

sentezinde Quantiscript Reverz Transcriptaz, Quantiscript RT sentez kiti {retici

firmanin prosediiriine gore asagidaki gibi kullanildi:

1.

RNA templateleri kuru buz izerinde ¢o6ziildi. Quantiscript RT Soliisyonu,
Quantiscript Reverz Transcriptaz, RT Primer Miksi gDNA eliminasyon soliisyonu,

ve RNaz-bulundurmayan su oda sicakliginda (15-25°C’de) ¢ozildi. (gDNA
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eliminasyonunda ve cDNA sentezinde kullanilan soliisyonlar Tablo 3.7°de
belirtilmistir.)

gDNA eliminasyon reaksiyonu Tablo 3.8’de belirtildigi gibi hazirlandi.

42°C’de 2 dakika inkiibasyonun ardindan buzun iizerine alindi.

Reverz-transkripsiyon master miks soliisyonu Tablo 3.9’a gore hazirlandi.

o B~ N

Template RNA’lar reverz-transkriptaz master miksi igerisine eklenerek Karistirilip

buz tizerine konuldu.

6. 42°C sicalikta 15 dakika inkiibasyon uygulandi.

7. Quantiscript Reverz Transcriptaz aktivitesini engellemek icin 95°C sicaklikta 3
dakika inkiibe edildi.

8. Elde edilen cDNA’lar RT- PCR karisimina eklenerek g-PCR islemi gergeklestirildi.

Tablo 3.7: gDNA eliminasyonunda ve cDNA sentezinde kullanilan soliisyonlar

Bilesen Tanim

gDNA eliminasyon | Baslangigtaki RNA materyalini, gDNA kontaminasyonundan
sollisyonu, 7x etkin bir sekilde uzaklastirma islemini gergeklestirmektedir.

Cift basamakli RT-PCR uygulamalarinda kullanilmak tizere
Quantiscript Reverz | gelistirilmistir. E. Coli’de eksprese edilen ve rekombinant
Transcriptaz heterodimerik yapiya sahip olan Omniscript ve Sensiscript
reverz transkriptaz enzimlerinin karigimini icermektedir.
Iceriginde dNTP bulunan ve Quantiscript Reverz Transcriptaz
enzimi kullanilarak reverz transkriptaz isleminin yapilmasi
amactyla optimize edilen karigimdir.

Suda ¢ozilinen oligo-dT ve random primerleri igeren

RT Primer Miksi soliisyondur. RNA transkriptinin 5’ ucuda dahil biitiin
bolgelerinden CDNA sentezinin yapilmasini saglamaktadir.

Quantiscript RT
Soliisyonu, 5x

RNaz-

PCR safliginda ultra saf su.
bulundurmayan su
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Tablo 3.8: gDNA eliminasyon reaksiyonu

Komponent

Hacim/reaksiyon

Final Konsantrasyon

gDNA Eliminasyon

2 ul

1x

Soliisyonu, 7x
Template RNA

10 pg’dan 1 ug’a kadar -
degisebilir.
RNA templatenin hacmine -
gore degiskenlik gosterebilir.
14 pl -

RNaz bulundurmayan su

Toplam hacim

Tablo 3.9: Reverz transkripsiyon master miksi hazirlanmasi

Komponent | Hacim/reaksiyon ' Final Konsantrasyonu
Reverse-transkripsiyon master miksi

Quantiskript Reverz

. 1 ul -
Transkriptaz H
ng'ntlskrlpt RT 44l 1x
Soliisyonu, 5x
RT Primer Miksi 1 ul -

Template RNA

Bir 6nceki basamakta elde
edilen iirliniin tamami
(genomik DNA
reaksiyonunun tamami)
Total hacim

14 pl (5. Basamakta eklendi) | -

20 ul -

3.5.3. Kantitatif Polimer Zincir Reaksiyonu (QPCR) Analizi:

Yapilan qPCR analizi Syber Green tabanli bir ¢alisma olup, Qiagen RT2
SyberGreen Master Mix kullanildi. Her 25 ul’lik PCR reaksiyonu i¢in Tablo 3.10’da
belirtilen primerler ve Tablo 3.11°de belirtilen reaktifler kullanilarak iiretici firmanin
talimatlarina goére qPCR analizi gerceklestirildi. Toplam 7 hedef gen (ZP1, ZP2, ZP3,
BMP15, GDF9, FOXO3A, GAS2) ve 1 Beta Actin referans gen (56) olmak {izere 8
genin ekspresyon diizeyleri arastirildi. Real Time PCR uygulamasi i¢in Qiagen
Rotorgene Q cihazi kullanildi. Polimer zincir reaksiyonu i¢in reaksiyon karilimi Tablo
3.11’de belirtildigi gibi hazirlandi. Tablo 3.12°de belirtilen dongii sayilari ve siirelerine
gore PCR analizi gerceklestirildi.
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Tablo 3.10: Calismada arastirilan genler ve primer dizileri

Gen Bolgesi Forward Reverse
ACBT TCGAGTCGCGTCCACC GGGAGCATCGTCGCCC
ZP1 GCCACCTTCACTCTCCTTGA CGTCGATGCCTTGCTATCTC
ZP2 GGCTCTCCAGCCTGATCTACT | TGGGAGGCTAACCGTCATTG
ZP3 AGACTTCCCAGAGTTGGTTG | TGACATCAGCTTCATCCGTCA
BMP15 GATAAAGCCGTCAGCCAGTGC | AGGTTCCACATGGCAGGAGAG
GDF9 GGCTCCCAGCAACCAGATGA | GAGGAGGAAGCAGCGGAGTT
FOXO3A CATCTCAAAGCTGGGTGCCA | GATGGCGTGGGAGTCACAAA
GAS?2 AACAAGCCTGCCAAGACCCT | AGACACACTTCTCGGGGCTG

Tablo 3.11: Kantitatif Polimer Zincir Reaksiyon Karigiminin Hazirlanmasi

Reaktif Miktar (ul)
RT? gPCR Mastermiks 12,5
ddH,0 10,5
cDNA template 1
Forward Primer 0,5
Reverse Primer 0,5
Total hacim 25

Tablo 3.12: Kantitatif Polimer Zincir Reaksiyonu Dongii Sayis1 ve Siiresi

Dongii Siire Sicakhik
1 10 dakika 95°C
15 saniye 95°C
40 )
30 saniye 60°C

3.5.4. RT-PCR Sonuclarimin Hesaplanmasi
Real Time PCR sonrasinda elde edilen Ct degerleri (threshold cycle) i¢in Excel
tablosu yapildi. Rolatif gen ekspresyon diizeyleri RT? Profiler PCR Arrays & Assays

—AACT

(GenGlobe, Qiagen, Hilden) analiz programi kullanilarak 2 metodu ile yapildi.

Tiim veriler ACTB housekeeping gen (HKG) diizeylerine gore normalize edildi. RNA
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ekspresiyon diizey analizleri kontrol grubu ile kiyaslanarak asagida belirtildigi gibi
yapildi:

Calisma Grubu: ACt = Ct (hedef gen) - Ct (HKG)

Kontrol Grubu: ACt = Ct (hedef gen) - Ct (HKG)

AACt = ACt (¢alisma grubu)- ACt (kontrol grubu)

Oran = 2°44CT

3.6. Biyokimyasal Analizler

Serum FSH, LH, progesteron, Ostrojen, adiponektin, resistin, ve leptin hormon
seviyelerinin 6l¢limii her bir hormon i¢in spesifik ELISA kitleri ile (Tablo 3.13) yapildi.
Calisma oOncesi kit icerisindeki standart stok soliisyonlar1 Sekil 3.11 06rneginde
belirtildigi gibi 5 asamali seyreltilme islemi yapilarak her bir kit igin tanimlanan
standart Ornekleri hazirlandi. Calismanin ve sonuglarin giivenilirligini arttirmak icin
standartlar dublike calisildi.

Tablo 3.13: Hormon analizlerinde kullanilan ELISA kitleri

Hormon Marka Katalog no
FSH SunRed 201-11-0180
LH SunRed 201-11-0180
Progesteron SunRed 201-11-0742
Ostrojen SunRed 201-11-0175
Adiponektin Abbkine KTE100343
Resistin Abbkine KTE100300
Leptin Abbkine KTE100709
150 pL 150 pL 150 pL 150 pL 150 pL

i T s N ab W A

Standard e =
] U T

240 ug/L 120 ug/L 60 pg/L 30 pg/L 15 pg/L 7.5 ug/L

|

Sekil 3.11: Elisa kitleri referans standartinin seri dillisyon 6rnegi
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Kit icerisindeki soliisyonlar ve serum oOrnekleri oda sicakliginda 2 saat
bekletildikten sonra ¢alisilmaya baslandi. Serum 6rnekleri tekrar santrifiij edildi. Serum
orneklerinden belirtilen hormonlarin diizeyini belirlemek i¢in kit protokoliine gore genel
olarak asagidaki basamaklar uygulandi:

1. Analizde kullanilan 96 kuyucuklu plakanin kér kuyucugu bos birakildi 50 pl standart
ve 40 ul drnekler antikor ile kaplanmis kuyucuklarina eklendi.

2. Numune kuyucuklariin iizerine 10 pl antibody, standart ve numune kuyucuklarina
50 ul Streptavidin-HRP konjugat eklendi. Plakanin kapagi etiket ile kapatilarak
37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

3. Her bir kuyucuga 350 pl yikama soliisyonu eklendi ve plaka ters cevirilerek
kuyucuklar bosaltildi. Bu islem 5 kez tekrarlandi. Daha sonra plaka tamamen
kurutuldu.

4. Biitiin kuyucuklara 50 pl kromojen A ve 50 pl kromojen B soliisyonu eklenip
plakanin kapagi kapatilarak 37°C’de 10 dakika inkiibasyona birakildu.

5. Inkiibasyonun sonrasinda her kuyucuga 50 ul durdurma soliisyonu eklenip plaka
hafifce calkalandi.

6. Son olarak stop soliisyonunun eklenmesinden sonra 15 dk igerisinde ELISA reader
cihaz1 kullanilarak plakalar 450 nm dalga boyunda okundu ve sonuglar Kit

protokoliinde belirlenen birimle ifade edildi.

3.7. Istatistiksel yontem

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile incelendi.
Parametrik test varsayimlarini saglayan veriler ortalama-standart sapma ile 6zetlendi ve
karsilagtirmalarda tek yonlii varyans analizi ve sonrasinda Tukey HSD ikili
karsilagtirma yontemi kullanildi. Parametrik test varsayimini saglamayan veriler
medyan, minimum-maksimum degerler ile tanimlandi. Karsilagtirmalarda ise Kruskal-

Wallis testi ve sonrasinda Conover ikili karsilagtirma yontemi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hayvan, Ovaryum ve Tiiketilen Yem Agirhiklari

Deneysel uygulama siiresince siganlar haftalik olarak tartilarak gruplara gore
kilo alim oranlar1 kaydedildi (Tablo 4.1). Hayvan agirlik degisimleri agisindan yag
grubunda diger gruplara kiyasla artis oldugu goriiliirken istatistiksel olarak gruplar arasi

fark bulunmadi (Tablo 4.2) (p>0.05).

Tablo 4.1: Siganlarin haftalik agirlik degisimleri

Grup/Hafta | Kontrol (g) Karbonhidrat (§) Yag(g) Protein (g)

0. giin* 57.4 54.4 50.5 55.4
1. Hafta 915 87.1 81.2 87.8
2. Hafta 126.6 120.8 113.3 119.2
3. Hafta 154.5 148.4 141 147.5
4. Hafta 182.5 174.5 172.8 174.4
5. Hafta 204.8 194.4 193.9 195.4
6. Hafta 220.9 208.5 211.1 210.3
7. Hafta 232 220.2 223.6 220.7
8. Hafta 243.6 235.3 239.5 235.4
9. Hafta 249.9 2415 245.6 239.9
10. Hafta 256.1 247.3 252.7 243.7
11. Hafta** 262.3 254.3 272.2 254.4

* Deney baslangi¢ giiniinii ifade etmektedir.
** Sakrifikasyon giiniinii ifade etmektedir.

Tablo 4.2: Deney baslangi¢ ile deney sonu agirlik karsilastirmasi

Grup/Hafta © 0. Giin(g) 11.Hafta(9)  Fark (9)

Kontrol 57.4+3.0 262.3+257 204.9+26.5
Karbonhidrat 54.6+50 2543+8.5 199.9+8.0
Yag 50.5+16.7 2722+56.7 221.7+42.6
Protein 554+15.0 254.4+23.0 199.0+22.3

Viicut kitle indekslerinin (VKI) belirlenmesi icin deney sonunda siganlar
ketamin-ksilazin anestezisi altinda iken boy &lgiimleri yapildi. “VKI = [agirhk
(kg)/boy? (m)]” formiilii ile viicut kitle indeksleri hesaplandi. Viicut kitle indeksleri
acisindan istatistiksel olarak gruplar arasi fark bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4.1).
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7
6
5.02
5
4
3
2
1
0
Kontrol Karbonhidrat Yag Protein
H Kontrol mKarbonhidrat ®Yag M Protein

Sekil 4.1: Gruplar arasi viicut kitle indeksleri karsilastirmasi

Calisma sonunda ketamin-ksilazin anestezisi altinda iken her siganin
ovaryumlarindan bir tanesi tartilarak kaydedildi (Tablo 4.3). Ovaryum agirliklar
acisindan kontrol grubu diger gruplara gore yiiksek olmakla beraber gruplar arasi

istatistiksel olarak anlaml farklilik bulunmadi (p>0.05).

Tablo 4.3: Gruplar aras1 ovaryum agirliklar karsilagtirmasi

55.7+5.9
51.8+8.1
51.8+5.6
52.1+6.1

Calisma boyunca tiiketilen yem miktarlar1 kaydedilerek yem tiiketim oranlari
tespit edildi (Sekil 4.2). En yiiksekten en diisiige dogru yem tiiketim oranlar1 sirasiyla
karbonhidrat grubu, kontrol grubu, protein grubu ve yag grubu olarak tespit edildi.
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Kontrol Karbonhidrat Yag Protein

B Kontrol m Karbonhidrat ®Yag M Protein

Sekil 4.2: Tiiketilen yem miktarlar

4.2. Fizyolojik Menstrual Siklus Varyasyonlari

Tim deneysel uygulama boyunca giinliik olarak yapilan vajinal smear test
ornekleri, gerekli boyama iglemlerinin ardindan mikroskop altinda analiz edilip her bir
denek icin glinlik mentrual siklus evresi belirlenerek kaydedildi (Tablo 4.4). Elde
edilen veriler degerlendirilerek si¢anlarin puberte yaslari, menstrual siklus uzunluklar

ve herbir menstrual evre uzunluklar: belirlendi.
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Sicanlarin siitten kesilmesinin 15. giiniinden itibaren vajinal plak aciklig testi ile

puberteye ulasma yaslar1 belirlendi (Tablo 4.5, Sekil 4.3). Gruplar arasi karsilastirma

yapildiginda kontrol grubuna kiyasla her ii¢ grupta da daha kisa siirede puberteye

ulasildig1 goriilmekle birlikte istatistiksel olarak benzer bulundu.

Tablo 4.5: Gruplara gére puberte yaslari (giin)

1. 2. 3. 4 5. 6 7 8 9 10. Ortalama
38 38 38 38 38 38 37 38 38 38 37.9
38 38 37 37 37 37 37 38 37 38 37.4
36 36 38 38 38 37 38 38 38 37 37.4
37 38 37 37 38 38 38 38 36 37 37.4
40
39
37.9
38 374 374 37.4
37
36
35
34
33
32
31
30
Kontrol Karbonhidrat Yag Protein
H Kontrol m Karbonhidrat ®Yag ™ Protein

Sekil 4.3: Gruplara gore puberte yaslari

Mentrual siklus dongii uzunluklari karsilastirildiginda, protein grubu kontrol

(p=0.001) ve karbonhidrat (p<0.001) gruplarina goére; yag grubu karbonhidrat grubuna

gore (p=0.015) anlamli derecede yiiksek bulundu. Karbonhidrat ve kontrol grubu
arasinda ise anlamli bir fark kaydedilmedi (p=0.197) (Tablo 4.6) (Sekil 4.4).
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Tablo 4.6: Menstrual siklus uzunluk ortlamalar:

_ Gruplar  Mens. Siklus Uzunluklari

Kontrol 4.4+031
Karbonhidrat 43 +0.38
Yag 4.6+033°
Protein 5+ 0.28%"¢

a: kontrol grubuna gore farkli, b: karbonhidrat grubuna gore farkli, ¢: yag grubuna gore farkl.

ES RV

M. Siklus Uzunluklari
|

Sekil 4.4: Ortalama menstrual siklus uzunluklari
1: Kontrol, 2: Karbonhidrat, 3: Yag, 4: Protein

Her bir grup i¢i toplam normal siklus (4 giin), uzamis siklus (5 giin) ortalamalar1
ve anormal (6+ giin) siklus sayilar1 toplami tablo 4.4’e gore hesaplandi. Normal siklus
acisindan karbonhidrat grubu kontrol grubuna yakinken yag ve protein gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli derecede azalma goriildii (p<0.05). 5 giinliik uzamis siklus
ortalamasi ise kontrole gore karbonhidrat ve yag grubunda benzer iken protein grubunda
anlamli derecede (p<0.05) artmis oldugu tespit edildi (Tablo 4.7, Sekil 4.5). Deney
stiresince gegirilen toplam menstrual siklus sayilari icerisinde normal (4 giinliik) siklus
yiizdeleri hesaplandiginda, toplam siklus sayisinin  kontrol grubunda %89.8,
karbonhidrat grubunda %95.1, yag grubunda %86.4, protein grubunda ise %78.7 nin
normal siklus oldugu kaydedildi (Sekil 4.6).

36



Tablo 4.7: Gruplara gore siklus uzunluklar1 ve anormal siklus toplami

102 +3.5 2.7+ 1.9

10.9+5.2 2.843.9 7

7.6+4.6° 3.8+3.3 19
3.2+ 2.9%0¢ 6.3 +2.7%P 27

a: kontrol grubuna gore farkli, b: karbonhidrat grubuna gore farkl, c: yag grubuna gore farkl.

120

109

100

80

60

40

20

4 giin 5 glin 6+ giin Normal Siklus %
(PEMD) (PEMDD) (PEMDDD...)
B Kontrol ® Karbonhidrat ®Yag M Protein

Sekil 4.5: Menstrual siklus uzunluklari toplam adetleri ve normal siklus yiizdesi

Yine tablo 4.4’teki verilere gore tiim gruplarda her bir siganin dort menstrual
siklus evresinden (P, E, M, D) her birinde ortalama ka¢ kez tespit edildigi hesaplandi
(Tablo 4.8, Sekil 4.6). Elde edilen verilere gore, proestrous evresi i¢in karbonhidrat
grubu kontrol grubuna benzer iken, protein grubu karbonhidrat grubuna, yag grubu ise
hem kontrol hem karbonhidrat grubuna gore anlamli derecede (p<0.05) diisiik bulundu.
Estrous evresi i¢in gruplar arasi fark bulunmadi (p>0.05). Metestrous evresi i¢in protein
grubu hem kontrol hem karbonhidrat gruplarina gore anlamli derecede (p<0.05) diisiik
bulunurken yag grubu kontrole gére anlamli olmasa da diisiik bulundu. Diestrous evresi

acisindan ise hem yag hem de protein gruplarinda kontrole kiyasla anlamli derecede
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(p<0.05) artis tespit edildi. Ayn1 evre i¢in protein grubu karbonhidrat grubuna gore de
anlaml diizeyde (p<0.05) yiiksek bulundu.

Tablo 4.8: Grup i¢i menstrual siklus evre (P, E, M, D) ortalamalari

147+1.1 146+12 128+1.6 19.1+2.8
154+1.0 15+1.1 129+1.2 18.6 3.0

138+14* 141+14 107+1.8 231+37

13.6+13° 15£1.6  10.1+2.0™ 242+33*
a: kontrol grubuna gore farkli, b: karbonhidrat grubuna gore farkl.

30 *
24.2

23.1

25

20
*

1
13.8 13.6 146 15 141

147 154

15

10

P E M D

B Kontrol m Karbnhidrat mYag M Protein

Sekil 4.6: Menstrual siklus evre uzunluklarinin karsilastirmasi
P: proestrous, E: estrous, Metestrous, D: diestrous

4.3. Histolojik Bulgular

4.2.1. Ovaryal Folikiil Sayilar

Yapilan seri kesitlerin analizinde her grupta (n=4) folikiilogenez asamalarinda
goriilen primordiyal folikiil, primer folikiil, sekonder folikiil, tersiyer folikiil,
preovulatuvar folikiil, poliovulatuvar folikiil, atretik folikiil ve korpus luteum sayilari

belirlendi (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9: Folikiil tipleri ve korpus luteum sayilari

1995 510 155 195 50 70 130 150
3960 925 275 275 50 65 140 275
2460 735 220 275 95 15 140 190
3370 905 340 205 45 50 160 200
2505 570 275 225 70 10 185 225
3695 920 270 175 70 30 185 215
2470 675 230 185 15 25 135 175
1185 345 165 135 40 0 125 175
2895 555 185 175 40 15 375 225
2975 845 190 185 35 80 440 175
2015 645 195 210 55 5 390 160
980 250 135 135 15 15 640 265
2505 595 245 200 35 20 300 240
2420 515 215 85 50 0 225 220
1825 515 240 135 30 10 275 238
1110 640 125 135 25 5 660 210

Primordiyal folikiil rezervi ac¢isindan kontrol grubuna kiyasla sirasiyla
karbonhidrat, yag ve protein gruplarinda artarak devam eden azalis goriilmekle birlikte

istatistiksel farklilik bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4.7).

4000

3500

EEEN
oW

OrtalamatStandart Sapma

Gruplar

Sekil 4.7: Gruplar aras1 primordiyal folikiil sayilar
1: Kontrol, 2: Karbonhidrat, 3: Yag, 4: Protein

Primer folikiil sayilar1 karsilagtirildiginda da yine istatistiksel olarak olarak
anlamli olmamakla birlikte (p>0.05) kontrol grubuna gore diger gruplarda sirasiyla
giderek artan bir azalis oldugu tespit edildi (Sekil 4.8).
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1000

EEENR
o pa =

Ortalama+Standart Sapma

Gruplar

Sekil 4.8: Gruplar arasi primer folikiil sayilar
1: Kontrol, 2: Karbonhidrat, 3: Yag, 4: Protein

Sekonder folikiil sayilar1 agisindan da kontrole kiyasla diger gruplarda yine
istatsitisel anlamlilik olmasa da (p>0.05) azalma oldugu ve en diisiik ortalamanin yag

grubunda oldugu goriildii (Sekil 4.9).

300

EEENR
o R =

OrtalamazStandart Sapma

Gruplar

Sekil 4.9: Gruplar aras1 sekonder folikiil sayilar
1: Kontrol, 2: Karbonhidrat, 3: Yag, 4: Protein

Tersiyer folikiil sayilar1 karsilastirildiginda, kontrol grubuna goére protein
grubundaki azalma anlamli (p<0.05) iken, karbonhidrat ve yag gruplarinda ise

istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmasa da azalma tespit edildi (p>0.05) (Sekil 4.10).
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EEEN
O R

OrtalamatStandart Sapma

1 2 3 4

Gruplar
Sekil 4.10: Gruplar arasi tersiyer folikiil sayilari
1: Kontrol, 2: Karbonhidrat, 3: Yag, 4: Protein

Gruplar arasi preovulatuvar folikiil sayilar1 karsilastirildiginda istatistiksel fark
bulunmamakla birlikte (p>0.05) yag ve protein gruplarinda kontrol grubuna gore azalma

oldugu kaydedildi (Sekil 4.11).

a0

OoEO
oW o

a0

g 70
=
w
5 60
=
=
o
é“’ y
3 1
2
o 40

30

1
20 |
1 2 3 4
Gruplar

Sekil 4.11: Gruplar aras1 preovulatuvar folikiil sayilari
1: Kontrol, 2: Karbonhidrat, 3: Yag, 4: Protein

Poliovulatuvar folikiil sayilar1 agisindan kontrol grubuna kiyasla protein
grubunda anlamli derecede (p<0.05) diger gruplarda ise istatistiksel olarak anlaml

olmasa da azalma oldugu goriildii (p>0.05) (Sekil 4.12).
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70

EEEN
o pa =

60

Ortalama+Standart Sapma

Gruplar

Sekil 4.12: Gruplar arasi poliovulatuvar folikiil sayilar
1: Kontrol, 2: Karbonhidrat, 3: Yag, 4: Protein

Atretik folikiil sayilar1 agisindan yag grubunun hem kontrole hem de
karbonhidrat grubuna kiyasla anlamli derece (p<0.05) yiiksek oldugu saptandi. Protein
grubunda da hem kontrole hem de karbonhidrat grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

diizeyde olmasa da artis oldugu goriildii (Sekil 4.13).

600 *

EEEN
e pa =

OrtalamaxStandart Sapma

1 2 3 4

Gruplar
Sekil 4.13: Gruplar arasi atretik folikiil sayilar
1: Kontrol, 2: Karbonhidrat, 3: Yag, 4: Protein

Korpus Iuteum sayilar1 agisindan guruplar arast degerler birbirine benzer
bulundu (p>0.05) (Sekil 4.14).
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250

EEEE
T

OrtalamazxStandart Sapma

1 2 3 4

Gruplar
Sekil 4.14: Gruplar arasi korpus luteum sayilari
1: Kontrol, 2: Karbonhidrat, 3: Yag, 4: Protein

4.2.2. Morfometrik Olg¢iimler

Morfometrik olarak, primer folikiilden preovulatuvar folikiile kadar tiim folikiil
tipleri i¢in hem oosit ¢aplar1 hem folikiil ¢aplari ile tersiyer evredeki folikiillerde zona
pellusida kalinliklar1 6lgiildi (Tablo 4.10).
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Primer evre oosit ve primer folikiil ¢aplar1 karsilastirildiginda primer oosit ¢ap1
protein grubunda karbonhidrat grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek bulundu
(p<0.05). Diger gruplar arasinda oosit ve folikiil ¢aplar1 ve oranlar1 ag¢isindan

istatistiksel fark bulunmadi (Tablo 4.11).

Tablo 4.11: Primer folikiil oosit ve folikiil cap 6l¢iim karsilastirmalari

_ Primer Oosit Primer Folikdl PO/PF

Kontrol 10.69 + 0.74 19.54 +£1.20 0.55+0.1
Karbonhidrat 10.13 £0.96 18.97 £ 1.45 0.53+0.02
Yag 10.71 £ 0.73 19.99 + 1.66 0.54 +0.02
Protein 11.28 £ 0.25% 20.36 + 0.48 0.55+0.02

a: karbonhidrata gore yiiksek. Primer oosit: primer folikiil evresindeki oositi ifade etmektedir.

Sekonder evre oosit ve sekonder folikiil ¢aplar1 karsilastirildiginda sekonder
oosit ¢ap1 yag ve protein gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede (p<0.05)
diistik bulundu. Sekonder folikiil ¢aplar1 karsilastirildiginda ise protein grubu kontrol
grubuna gore anlamli derecede diisiik (p<0.05) bulundu. Diger gruplar arasinda oosit ve

folikiil ¢aplar1 ve oranlar1 agisindan istatistiksel fark bulunmadi (Tablo 4.12).

Tablo 4.12: Sekonder folikiil oosit ve folikiil ¢cap 6l¢iim karsilastirmalari

_ Sekonder Oosit Sekonder Folikiil SO/SF

Kontrol 28.16 + 0.61 56.73 +2.59 0.50 + 0.02
Karbonhidrat 24.71 + 0.49 52.29 +5.96 0.48 + 0.05
Yag 24.88 + 0.69° 50.58 + 1.63 0.49 £ 0.02
Protein 22.86 +2.61° 44.24 + 8.68" 0.52 £ 0.05

a: kontrole gore diigiik. Sekonder oosit: sekonder folikiil evresindeki oositi ifade etmektedir.

Tersiyer evre oosit ve tersiyer folikiil ¢aplar1 karsilastirildiginda tersiyer oosit
cap1 karbonhidrat grubunda kontrol grubuna kiyasla, protein grubunda da karbonhidrat
grubuna kiyasla anlamli derecede (p<0.05) diisiik bulundu. Tersiyer folikiil ¢aplari
karsilagtirildiginda ise protein grubu hem kontrol hem karbonhidrat grubuna gore
anlamli derecede yiiksek (p<0.05) bulundu. Diger gruplar arasinda oosit ve folikiil

caplar1 ve oranlar1 agisindan istatistiksel fark bulunmadi (Tablo 4.13).
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Tablo 4.13: Tersiyer folikiil oosit ve folikiil cap 6l¢iim karsilastirmalari

34.97+0.75 109.29 + 13.72 0.32 £0.04

32.66 + 1.49° 108.80 = 6.79 0.30 £ 0.03
33.86 + 1.44 115.28 + 14.16 0.30 + 0.03
35.75 + 1.60° 129.17 + 11.712° 0.28 + 0.01

a: kontrole gore farkli, b: karbonhidrata gore farkli. Tersiyet oosit: tersiyer folikiil evresindeki oositi ifade
etmektedir.

Preovulatuvar evre oosit ve folikiil ¢aplar1 karsilastirildiginda preovulatuvar
oosit ¢ap1 karbonhidrat ve yag gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
(p<0.05) diisiik bulundu. Diger gruplar arasinda oosit ve folikiill ¢aplari ve oranlari

acisindan istatistiksel fark bulunmadi (Tablo 4.14).

Tablo 4.14: Preovulatuvar oosit ve folikiil ¢cap 6l¢iim karsilastirmalar

4228 +£1.76 300.08 + 34.08 0.14+0.1

37.65 +1.31° 264.88 + 14.48 0.14 £ 0.1
39.25 + 1.85° 275.66 + 29.04 0.14+ 0.1
40.06 +2.13 300.86 + 36.28 0.13+ 0.1

a: kontrole gore diigiik. Preovulatuvar oosit: preovulatuvar folikiil evresindeki oositi ifade etmektedir.

Tersiyer evredeki folikiillerde yapilan zona pellusida kalinlik 6l¢limlerine gore

gore gruplar arasi fark bulunmadi (p<0.05) (Tablo 4.15).

Tablo 4.15: Zona pellusida kalinlig1 karsilastirmasi

Kontrol
Karbonhidrat 10 2.71 1.41 4

Yag 10 3.01 2.5 4.19
Protein 10 3.34 2.12 4.87

4.2.3. Histopatolojik hasar skorlar:
Histopatolojik olarak ovaryumlarin stromal doku alanlarinda ve korpus

luteumlarinda konjesyon ve inflamasyon bulgular1 skorlandi.
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Stromal dokuda konjesyon agisindan yag ve protein gruplart kontrol grubuna
kiyasla anlamli derecede yiiksek bulundu (Tablo 4.16) (Sekil 4.15, 4.16). Stromal doku
inflamasyon degerlendirmesinde gruplar arasi fark bulunmadi (Tablo 4.16) (Sekil 4.17,
4.18).

Tablo 4.16: Stromal doku histopatolojik skorlamalar

Kontrol 7

Karbonhidrat 7 0.27%¢ 13 67

Yag 7 0.67° 27 1.36

Protein 7 0.60°° 13 .80

Kontrol 7 0.47 13 .60 0.055
Karbonhidrat 7 0.73 40 1.33

Yag 7 0.80 40 1.27

Protein 7 0.93 27 1.67

*Ayn1 harfler benzerligi, farkli harfler istatistiksel farklilig1 ifade etmektedir.
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Sekil 4.15: Stromal doku konjesyonu
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. Beyaz ok: konjesyon alanlari. HE, 4x.

Sekil 4.16: Stromal doku konjesyonu
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. Beyaz ok: konjesyon alanlari. HE, 20x.
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Sekil 4.17: Stromal doku inflamasyonu
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. Yildiz: inflamasyon alanlari. HE, 20x.

Sekil 4.18: Stromal doku inflamasyonu
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. Yildiz: inflamasyon alanlari. HE, 40x.
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Korpus luteum degerlendirmesinde hem konjesyon (Sekil 4.19, 4.20) hem de
inflamasyon (Sekil 4.21, 4.22) skorlamalari1 agisindan karbonhidrat, yag ve protein
gruplar1 kontrole kiyasla anlamli derecede yiiksek ve birbirlerine benzer bulundu.
(Tablo 4.17).

Tablo 4.17: Korpus luteum histopatolojik skorlamalar

Kontrol 7

Karbonhidrat | 7 | 0.40° .07 .87

Yag 7 | 0.80° 27 2.80

Protein 7 | 1.00° 20 2.80

Kontrol 7 | 027 .07 A7 0.007
Karbonhidrat | 7 | 0.80° 33 1.20

Yag 7 | 0.60° 20 1.07

Protein 7 | 093 53 1.80

*Ayni harfler benzerligi, farkli harfler istatistiksel farklihig1 ifade etmektedir.
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Sekil 4.19: Korpus luteumda konjesyon
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. Beyaz ok: konjesyon alanlar1. HE, 20x.

Sekil 4.20: Korpus luteumda konjesyon
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. Beyaz ok: konjesyon alanlar1. HE, 40x.
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Sekil 4.21: Korpus luteum inflamasyonu
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. Yildiz: inflamasyon alanlari. HE, 20x.

Sekil 4.22: Korpus luteum inflamasyonu
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. Yildiz: inflamasyon alanlari. HE, 40x.
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4.2.4. immiinohistokimyasal ve Immunoflorasan Bulgular
Immunohistokimyasal olarak Zp1, Zp2, Zp3, BMP15, GDF9, Foxo3a, GAS2 ve

Caspase 3 proteinleri, immiinoflorasan olarak da Zp2 ve Zp3 proteinleri ¢alisilarak tiim

proteinler i¢in immiinreaktivite diizeyleri skorlandi.

Zpl skorlamasina gore gruplar arast anlamli bir fark tespit edilmedi (Tablo 4.18)

(Sekil 4.23, 4.24). Zp2 skorlamasina gore karbonhidrat grubu diger gruplara gore

anlamli derecede (p<0.05) diisiik iken yag, protein ve kontrol gruplari arasinda fark

goriilmedi (Tablo 4.18) (Sekil 4.25, 4.26, 4.27, 4.28). Zp3 ckspresyonu agisindan ise

protein grubu kontrole gore anlamli derecede (p<0.05) yiiksek iken diger gruplar
arasinda fark bulunmadi (Tablo 4.18) (Sekil 4.29, 4.30, 4.31, 4.32). Zpl, Zp2, Zp3

toplam skorlamasina bakildiginda ise, karbonhidrat grubu kontrole gore anlaml

derecede diisiik (p<0.05) bulunurken yag ve protein gruplari birbirine ve kontrol

grubuna benzer diizeyde tespit edildi.

Tablo 4.18: ZP1, ZP2, Zp3 IHC skorlamalar1

N Median | Minimum [ Maximum p
ZP1 Kontrol 4 2.05 1.95 2.33 0.111
Karbonhidrat 4 1.77 1.33 1.86
Yag 4 2.21 1.82 2.80
Protein 4 2.24 1.83 2.38
ZP2 Kontrol 4 1.94° 1.53 2.50 0.038
Karbonhidrat | 4 1.36° 63 1.56
Yag 4 2.022 1.90 2.22
Protein 4 2.26° 1.79 2.44
ZP3 Kontrol 4 2.19%P 1.60 2.43 0.023
Karbonhidrat 4 1.69% 1.50 1.75
Yag 4 | 2.21°¢ 2.13 2.50
Protein 4 2.53° 2.17 2.80
Toplam Kontrol 4 6.15°% 5.13 7.26 0.017
Karbonhidrat | 4 4.83° 3.69 4.92
Yag 4 6.47° 6.22 7.10
Protein 4 6.89° 6.33 7.37

*Ayn1 harfler benzerligi, farkli harfler istatistiksel farklilig1 ifade etmektedir.
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Zona Pellusida 1 ekspresyonu

A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. IHC, 40x.

kil 4.23:

Se

Zona Pellusida 1 ekspresyonu

14.24:

i

A: kontrol, B: karbonhidrat.

Sek

yag, D: protein. [HC, 100x.

C:

]
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Sekil 4.25: Zona Pellusida 2 ekspresyonu
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. IHC, 40x.

Sekil 4.26: Zona Pellusida 2 ekspresyonu
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. IHC, 100x.
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Kontrol

Karbonhidrat

Protein

ZP2

DAPI

Merged

Sekil 4.27: Zona Pellusida 2 ekspresyonu
IF, 40x.
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Karbonhidrat

Sekil 4.28: Zona Pellusida 2 ekspresyonu
IF, 100x.



Sekil 4.29: Zona Pellusida 3 ekspresyonu
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. IHC, 40x.

Sekil 4.30: Zona Pellusida 3 ekspresyonu
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. IHC, 100x.
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Yag Karbonhidrat Kontrol

Protein

Sekil 4.31: Zona Pellusida 3 ekspresyon
IF, 40x.




Yag Karbonhidrat Kontrol

Protein

ZP3

DAPI

Merged

Sekil 4.32: Zona Pellusida 3
IF, 100x.

ekspresyonu




BMP15 ve GDF9 ekspresyon seviyeleri

immiinohistokimyasal

olarak

skorlandiginda, BMP15 ekspresyonu acisindan gruplar arast fark bulunmazken (Tablo

4.19) (Sekil 4.33, 4.34), GDF9 ekspresyonu protein ve kontrol grubunda benzer olup

karbonhidrat ve yag gruplar1 kontrole gore anlamli derecede yiiksek bulundu (Tablo

4.19) (Sekil 4.35, 4.36)

Tablo 4.19: BMP15 ve GDF9 IHC skorlari

Kontrol 4 2.6 2.1 2.75 0.401
Karbonhidrat 4 2.65 2.3 2.7
Yag 4 24 1.7 2.8
Protein 4 2.7 2.7 2.8
Kontrol 4 2.4° 2.4 2.5 0.006
Karbonhidrat 4 2.6" 2.5 2.6
Yag 4 2.7° 2.6 2.8
Protein 4 2.35°% 2.25 25

*Ayn1 harfler benzerligi, farkli harfler istatistiksel farklilig1 ifade etmektedir.

A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. IHC, 40x.

Sekil 4.33: BMP15 ekspresyonu
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Sekil 4.34: BMP15 ekspresyonu
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. IHC, 100x.
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Sekil 4.35: GDF9 ekspresyonu
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. IHC, 40x.
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Sekil 4.36: GDF9 ekspresyonu
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. IHC, 100x.
Foxo3a+ (pozitif) olan primordiyal folikiillerin yiizdeleri karsilastirildiginda,
ozellikle karbonhidrat ve yag gruplarinda kontrole gore azalma olmakla birlikte

istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 4.20) (Sekil 4.37, 4.38).

Tablo 4.20: Foxo3a IHC skorlamalari

Kontrol 4

Karbonhidrat| 4 | 50.5 33 91
Yag 4 56 17 83
Protein 4 74 67 78
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Sekil 4.37: Foxo3a ekspresyonu
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. IHC, 40x.

Sekil 4.38: Foxo3a ekspresyonu
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. IHC, 100x.
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GAS?2 protein ekspresyonu immiinohistokimyasal degerlendirmede karbonhidrat
grubu kontrole benzer bulunurken, yag ve protein gruplart kontrol grubuna gore anlamli

derecede (p<0.05) diisiik bulundu (Tablo 4.21.) (Sekil 4.39, 4.40).

Tablo 4.21: GAS2 IHC skorlamalari

Kontrol 4

Karbonhidrat 4 2.43° 2.33 2.62
Yag 4 2.17° 1.71 2.71
Protein 4 1.78° 1.5 2.07

*Ayn1 harfler benzerligi, farkli harfler istatistiksel farklilig1 ifade etmektedir.
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Sekil 4.39: GAS2 ekspresyonu
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. IHC, 40x.
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Sekil 4.40: GAS?2 ekspresyonu
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. IHC, 100x.

Caspase 3 immiinreaktivitesi oositlerde ve folikiil hiicrelerinde ayr1 ayr
skorlandi. Oosit caspase 3 immiinreaktivitesinin degerlendirmesinde gruplar arasinda
anlamli fark bulunmadi (p>0.05). Folikiil hiicreleri caspase 3 immiinreaktivitesiddeti ise
karbonhidrat ve yag gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli derecede (p<0.05) yiiksek
bulunurken, protein grubunda kontrole gore yiiksek olmakla birlikte istatistiksel olarak
anlamli fark tespit edilmedi (Tablo 4.22) (Sekil 4.41, 4.42).

Tablo 4. 22: Caspase 3 IHC skorlamalar1

Kontrol 4

Karbonhidrat 4 0.48 0.27 1.15

Yag 4 1.05 0.81 1.69

Protein 4 0.84 0.3 1.14

Kontrol 4 1.33° 0.86 1.45 0.018
Karbonhidrat 4 5.17°¢ 3.95 6.91

Yag 4 6.04° 5.12 6.48

Protein 4 3.51%¢ 1.13 5.33

*Ayni harfler benzerligi, farkli harfler istatistiksel farklilig1 ifade etmektedir.
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Sekil 4.41: Caspase 3 ekspresyonu

: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. Siyah ok: primordiyal folikiil, beyaz ok: primer folikiil.
THC, 40x.

Sekil 4.42: Caspase 3 ekspresyonu
A: kontrol, B: karbonhidrat, C: yag, D: protein. IHC, 100x.
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4.2.5. Elektron Mikroskobik Bulgular

Yapilan elektron mikroskobik incelemelerde tiim gruplarda oosit, zona pellusida,
granuloza hiicreleri ve korpus luteum ultrastriiktiirel olarak degerlendirildi.

Kontrol grubu oosit sitoplazmasinda periniikleer alandan oolemmaya kadar
yayilim gosteren graniilli endoplazmik retikulum ve mitokondriyonlar normal
ultrastriiktiirel yapida izlendi (Sekil 4.43). Oosite spesifik olan kortikal graniiller 0osit
periferal sitoplazlamasinda, oolemma altinda elektron yogun graniiller seklinde dizili
olarak izlendi ve normal yapida degerlendirildi (Sekil 4.44, 4.45). Zona pellusida, hem
oosit tarafinda hem granuloza hiicreleri tarafinda diizenli bir sinira sahipti. Hem oosit
tarafindan hem de granuloza hiicreleri tarafindan zona pellusidaya uzanan transzonal
baglantilar yogun olarak gozlendi (Sekil 4.44, 4.45). Zona pellusida-granuloza hiicre
bileskesi normal ultrastriiktiirel yapida izlendi. Zona pellusida igerisinde de transzonal
baglantilar elektron yogun alanlar seklinde gozlendi (Sekil 4.44). Zona pellusida
etrafinda bulunan granuloza hiicreleri de normal ultrastriiktiirel yapida izlendi. (Sekil
4.43,4.44).

Kontrol grubu granuloza hiicreleri poligonal sekilli, orta derecede 6kromatik
nukleuslu hiicreler olarak gozlendi. Organel igerigi, sitoplazmik yogunluk ve niikleus
yapisi agisindan genel olarak granuloza hiicreleri normal ultrastriiktiirel yapida izlendi.
Bazi hiicrelerin sitoplazmasinda diisiik elektron yogunluklu kiiciik vakuoller goriildii.
Ileri evre granuloza hiicreleri arasindaki interseliiler alanlarda yer yer genislemeler
mevcut olmakla birlikte hiicreler arasi baglantilar normal ultrastriiktiirel yapida
degerlendirildi. (Sekil 4.46).

Korpus luteum granuloza lutein hiicrelerinin sitoplazmasinda ¢ok sayida, farkli
biiyiikliikklerde diisiik elektron yogunluga sahip vakuoller gozlendi. Nukleus yuvarlak
sekilli ve Okromatik goriinimde, diizglin konturlu olarak normal yapida izlendi.
Granuloza lutein hiicreleri aras1 baglantilar kesintisiz ve diizenli yapida goriildi. Bu
hiicre grubu da niikleus yapisi, sitoplazmik yogunluk ve organel icerigi agisindan

normal ultrastriiktiirel yapida degerlendirildi (Sekil 4.47).
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Sekil 4.43: Kontrol grubu oosit, zona pellusida ve granuloza hiicreleri
Gh: granuloza hiicresi, beyaz ok: mitokondri, ok bast: graniilli ER. TEM, x4000.

Sekil 4.44: Kontrol grubu oosit, zona pellusida ve granuloza hiicreleri

Gh: granuloza hiicresi, beyaz ok: transzonal baglantilar, kirmiz1 ok: kor. graniiller, sar1 serit: Gh-ZP sinir1.

TEM, x6999
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Sekil 4.45: Kontrol grubu oosit ve zona pellusida
Beyaz ok: transzonal baglantilar, kirmizi1 ok: kortikal graniiller. TEM, x12500

Sekil 4.46: Kontrol grubu granuloza hiicreleri
Gh: granuloza hiicreleri, ok basi: Gh hiicreler aras1 baglant1 bolgeleri. TEM, x4000
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Sekil 4.47: Kontrol grubu granuloza lutein hiicreleri
Glh: granuloza lutein hiicre, ok basi: Glh hiicreler aras1 baglant1 bolgeleri. TEM, x6300.

Karbonhidrat grubuna ait kesitlerde izlenen oositlerin sitoplazmasinda kontrol
grubuna kiyasla graniillii endoplazmik retikulumlar daha seyrek ve daha diisiik elektron
yogunlukta oldugu izlendi. Oositlerin sitoplazmalarinda uzamis sekilli mitokondriyonlar
ve yer yer kabalagsmis, sisternal alanlar1 elektron yogun materyalle dolu graniiler
endoplazmik retikulum yapilart izlendi. Zona pellusida hatt1 boyunca yapilan taramada
oolemma altinda kortikal graniillerin kontrol grubundakine gore daha seyrek oldugu ve
caplarinin heterojenite gosterdigi gozlendi (Sekil 4.48).

Zona pellusidanin granuloza hiicre smirlarinda yapisal deformasyon ve
diizensizlik izlendi. Ayrica, zona pellusida icerisinde de yer yer farkli biiyiikliiklerde
diizensiz bosluklar saptandi (Sekil 4.49, 4.50). Zona pellusuda igerisindeki transzonal
baglantilarin kontrole gére daha genis, dilate yapida oldugu ve periferlerinde bosluklar
dikkati ¢ekti (Sekil 4.50). Zona pellusida etrafindaki granuloza hiicrelerinin bazi
mitokondriyonlarinda ~ matriks  igerisinde  miyelin  figiirlerin  sekillenerek
mitokondriyonlarin dejenere oldugu saptandi (Sekil 4.48, 4.50).

Karbonhidrat grubuna ait kesitlerin incelenmesinde erken evre folikiillerde,
folikiil hiicrelerinde ve oositlerde dejenerasyon saptandi. Bu folikiillerde folikiil

hiicrelerinde niikleus kromatininde periferal yogunlasma, niikleus konturlarinda
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diizensizlik, periniikleer alanda O0dematéz dilatasyon, intrasitoplazmik vakuol
olusumlari ve organel hasari-dejenerasyonu saptandi. Oosit niikkleusunda heterokromatik
yogunlasma, niikleus konturlarinda diizensizlik ve intrasitoplazmik vakuolizasyon,
organel hasari-dejenerasyonu ile karekterize apoptotik hiicre goriiniimde izlendi. Oosit
ile folikiil hiicreleri arasinda ve folikiil ile stromal doku rasinda genis Gdematoz
bosluklar goriildi (Sekil 4.51).

Karbonhidrat grubuna ait kesitlerde izlenen granuloza hiicreleri oval-yuvarlak
sekilli, orta derecede Okromatik niikleuslu olarak gozlendi. Bazi hiicrelerin
sitoplazmalarinda organel hasar1 ve kaybi oldugu saptandi. Mitokondriyonlarda
O6dematdz dilatasyon, krista hasar1 ve dejenerasyonu izlendi. Komsu granuloza hiicreleri
arasinda olusan antral bosluklar igerisinde membrandz ve graniiler dejenere organel
artiklar1 goriildi (Sekil 4.48, 4.52).

Bu grupta korpus luteum granuloza lutein hiicrelerinde niikleus yuvarlak sekilli
ve Okromatik yapida, sitoplazma ise diisiik elektron yogunluklu vakuollerden zengin
olarak izlendi. Ayrica sitoplazmada yer yer organel hasari goriildii. Sitoplazma
icerisinde elektron yogun goriinlimde, piknotik mitokondriyonlar dikkati ¢ekti.
Granuloza lutein hiicreleri arasindaki interseliiler baglantilarin kesintili ve interseliiler

alanin genislemis oldugu izlendi (Sekil 4.53).
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Sekil 4.48: Karbonhidrat grubu oosit, zona pellusida ve granuloza hiicreleri
Gh: granuloza hiicresi, beyaz ok: uzamis mitokondri, kirmizi ok: geniglemis gER, ok basi: graniillii ER,
yildiz: dejenere organel artigi. TEM, x4000.

Sekil 4.49: Karbonhidrat grubu oosit, zona pellusida ve granuloza hiicreleri
Gh: granuloza hiicresi, beyaz ok: transzonal baglanti, kisa ok; mitokondri kaybi, kirmizi ok: kortikal
granil, ok basi: yapisal deformasyon. TEM, x6300.
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Sekil 4.50: Karbonhidrat grubu oosit, zona pellusida ve granuloza hiicreleri
Gh: granuloza hiicresi, beyaz ok: transzonal baglanti, ok basi: deformasyon ve dilatasyon, sar1
serit: Gh-ZP sinur1, y1ldiz: miyelin figiir. TEM, x12500.

Sekil 4.51: Karbonhidrat grubu atretik folikiil
Gh: granuloza hiicresi, yildiz: dilatasyon. TEM, x8000.
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Sekil 4.52: Karbonhidrat grubu granuloza hiicreleri
Gh: granuloza hiicresi, y1ldiz: antrum, ok basi: organel kaybi. TEM, x6300.

Sekil 4.53: Karbonhidrat grubu granuloza lutein hiicreleri
Glh: granuloza lutein hiicre, beyaz ok: lipid vakuolii, kirmiz1 ok: piknotik mitokondriyon,
ok bast: Glh hiicreler arasi baglant1 bolgelerinde dilatasyon TEM, x4000.
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Yag grubu oosit sitoplazmasinda graniillii endoplazmik retikulumlar ve
mitokondriyonlar normal yap1 ve yogunlukta izlendi. Kortikal graniiller oosit periferal
sitoplazlamasinda, oolemma altinda elektron yogun graniiller seklinde izlenmekte olup
normal ultrastriiktiirel yapida degerlendirildi. Ancak, kortikal graniiller kontrol grubuna
gore daha seyrek olarak goriildii (Sekil 4.54).

Zona pellusida etrafini saran granuloza hiicreleri Okromatik niikleuslar1 ve
sitoplazmalariyla normal ultrastriiktiirel yapida degerlendirildi (Sekil 4.54, 4.55). Zona
pellusidanin hem oosit yoniinde hem de granuloza hiicreleri yoniinde diizenli sinirlara
sahip oldugu izlendi (Sekil 4.56). Oosit ve granuloza hiicreleri tarafindan zona
pellusidaya uzanan ve zona pellusida igerisindeki transzonal baglant1 yapilar1 olagan
yogunlukta gozlendi. (Sekil 4.55, 4.56).

Yag grubuna ait kesitlerin elektron mikroskobik incelenmesinde karbonhidrat
grubundakine benzer sekilde yer yer erken evre atretik folikiillere rastlandi. Bu
folikiillerde oosit niikleusunda heterokromatik yogunlasma, periniikleer alanda bosluk
seklinde dilatasyon ve intrasitoplazmik vakuoller goriildi (Sekil 4.57).

Yag grubuna ait kesitlerde granuloza hiicrelerinin genellikle niikleus sinirlart
diizensiz, periniikleer alanlar1 dilate, yogun kromatinli oldugu ve ¢ok sayida degisik
biiyiikliiklerde intrasitoplazmik vakuol igerdigi goriildii. Granuloza hiicreleri arasindaki
interseliiler alanlarin diizensiz oldugu ve yer yer hiicre plazma membranlarinda hasarli
alanlar saptandi (Sekil 4.58). Bazi granuloza hiicrelerinde genis, degisik elektron
yogunlukta materyaller iceren otofagozomlara ve sekonder lizozom yapilarina rastlandi
(Sekil 4.59).

Yine bu grupta korpus luteum hiicrelerinden granuloza lutein hiicrelerinde
periniikleer kromatin yogunlagmasi, niikleus sinirlarinda diizensizlik, intrasitoplazmik
diisiik elektron yogunlukta materyal i¢eren vakuoller izlendi. Vakuol igerigi periferinde
halo seklinde seffaf alanlar dikkati c¢ekti. Bazi granuloza lutein hiicrelerinde
mitokondriyal matriks yogunlasmasi ve piknotik goriiniimlii mitokondriyonlar ile
lizozomlar yapilar1 goriildii. Granuloza lutein hiicreleri arasindaki interseliiler alanlar

dilate ve baglantilar kesintili izlendi (Sekil 4.60, 4.61).
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Sekil 4.54: Yag grubu oosit, zona pellusida ve granuloza hiicreleri
Gh: granuloza hiicresi, beyaz ok: mitokondri, ok basi: graniillii ER. TEM, x4000.

Sekil 4.55: Yag grubu oosit, zona pellusida ve granuloza hiicreleri
Gh: granuloza hiicresi, beyaz ok: transzonal baglanti. TEM, x6300.
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Sekil 4.56: Yag grubu oosit, zona pellusida ve granuloza hiicreleri
Gh: granuloza hiicresi, beyaz ok: transzonal baglanti, kirmizi ok; kortikal graniil,
sar1 serit: Gh-ZP sinirt. TEM, x12500.

Sekil 4.57: Yag grubu atretik folikiil
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folikiil hiicresi, uzun beyaz ok: oosit sitoplazmasinda vakuol, kisa beyaz ok: Fh sitoplazmasinda

vakuol, kirmizi ok: org

—— 2

anel ka
.,, >

ybi, ok basi: dilatasyon. TEM, x4000.
e Ry A

Sekil 4.58: Yag grubu granuloza hiicreleri
Gh: granuloza hiicresi, beyaz ok: vakuol, ok bast: periniikleer dilatasyon. TEM, x4000.

Sekil 4.59: Yag grubu granuloza hiicreleri
Gh: granuloza hiicresi, kirmizi yildiz: otofagozom. TEM, x4503.
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Sekil 4.60: Yag grubu granuloza lutein hiicresi
Glh: granuloza lutein hiicre, kirmizi ok: sekonder lizozom, ok bast: dilatasyon TEM, x6300.

Sekil 4.61: Yag grubu granuloza lutein hiicreleri
Glh: granuloza lutein hiicre, kirmizi ok: periniikleer kromatin yogunlagmasi, ok basi: Glh giicreler
arasi dilatasyon. TEM, x4000.
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Protein grubu oosit sitoplazmasinda graniillii endoplazmik retikulumlar kontrole
gore daha az ve daha diisiik elektron yogunlukta izlendi. Yer yer graniiler endoplazmik
sarniclarinda orta derecede elektron yogun materyal birikimine baglhh kabalagma
saptand1. Mitokondriyonlar normal yapida degerlendirildi. Zona pellusida hatt1 boyunca
oolemma altinda izlenen kortikal graniillerin karbonhidrat ve yag gruplarindakine
benzer sekilde bu grupta da oldukga seyrek oldugu gozlendi (Sekil 4.62).

Zona pellusida etrafini saran granuloza hiicreleri 6kromatik niikleuslar1 ve
sitoplazmalariyla normal ultrastriiktiirel yapida gorildii (Sekil 4.62, 4.63). Bu
hiicrelerde yer yer uzamis sekilli mitokondriyonlar dikkati ¢ekti. Zona pellusidanin o00sit
yoniinde diizenli, granuloza hiicreleri yoniinde ise daha diizensiz oldugu izlendi (Sekil
4.64). Oosit ve granuloza hiicreleri tarafindan zona pellusidaya uzanan transzonal
baglantilar normal yap1 ve yogunlukta gézlendi. Karbonhidrat grubundakine benzer
sekilde zona pellusida iginde yer vyer diizensiz bosluklar seklinde yapisal
deformasyonlar goriildii (Sekil 4.64).

Protein grubuna ait kesitlerde granuloza hiicrelerinde periniikleer alanda
minimal diizeyde dilatasyon, niikleus sinirlarinda diizensizlik izlendi. Bazi granuloza
hiicrelerinde organel yapilar1 ve vakuoller iceren biiyiik intrasitoplazmik otofagozomlar
ve sekonder lizozomlar tespit edildi. Baz1 hiicrelerde periniikleer alanda endoplazmik
retikulum dilatasyonu dikkati ¢ekti (Sekil 4.65, 4.66).

Korpus luteum hiicrelerinden granuloza lutein hiicrelerinde niikleuslarin
okromatik goriinlimde ancak niikleus konturlarinin diizensiz oldugu gorildii. Ayrica
periniikleer alanda minimal diizeyde dilatasyon gozlendi. Granuloza lutein hiicreleri

arasindaki interseliiler alanlar dilate ve baglantilar kesintili izlendi. (Sekil 4.67).
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Sekil 4.62: Protein grubu oosit, zona pellusida ve granuloza hiicreleri
Gh: granuloza hiicresi, beyaz ok: mitokondri. TEM, x4000.

Sekil 4.63: Protein grubu oosit, zona pellusida ve granuloza hiicreleri
Gh: granuloza hiicresi, beyaz ok: transzonal baglanti, ok basi: yapisal deformasyonlar. TEM, x6300.
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Sekil 4.64: Protein grubu oosit, zona pellusida ve granuloza hiicresi
Gh: granuloza hiicresi, beyaz ok: transzonal baglanti, sari1 serit: Gh-ZP simuir1, ok basi: yapisal
deformasyonlar. TEM, x12500.

Sekil 4.65: Protein grubu granuloza hiicreleri

Gh: granuloza hiicresi, yildiz: otofagozom, ok basi: periniikleer dilatasyon.
TEM, x4000.TEM, x6300.
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Sekil 4.66: Protein grubu granuloza hiicreleri
Gh: granuloza hiicresi, yildiz: otofagozom, ok basi: periniikleer dilatasyon. TEM, x4000.

Sekil 4.67: Protein grubu granuloza lutein hiicreleri
Glh: granuloza lutein hiicre, beyaz ok: periniikler dilatasyon, ok basi: Glh hiicreler arasi
dilatasyon. TEM, x5000.
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4.4. Biyokimya Analizleri

4.4.1. Hipofizyal Hormon Analizleri

Hipofizden salgilanan folikiilogenez iizerinde dogrudan rol oynayan FSH ve
LH hormon diizeyleri belirlendi. Hem FSH hem de LH diizeyleri karbonhidrat, yag
ve protein gruplarinda sirasiyla artan oranlarda ve kontrol grubuna kiyasla anlamali

derece yiiksek (p<0.001) bulundu (Tablo 4.23).

Tablo 4.23: FSH ve LH diizeyleri

FSH LH
Grup Ortalama  S.Sapma  Ortalama S. Sapma
Kontrol 10.53% 0.26 29.17° 0.67
Karbonhidrat ~ 11.67° 0.37 31.06" 0.63
Yag 13.10° 0.34 33.41° 0.68
Protein 14.23° 0.62 36.20" 0.90
p-degeri <0.001 <0.001

*Ayn1 harfler benzerligi, farkli harfler istatistiksel farklilig1 ifade etmektedir.

4.4.2. Ovaryan Hormon Analizleri

Ovaryum hiicrelerinden salgilanan ve folikiillogenezde rol oynayan
hormonlardan progesteron ve Ostrojen hormonlarinin diizeyleri belirlendi. Her iki
hormonun diizeyleri karbonhidrat, yag ve protein gruplarinda kontrole gére anlamlt
derecede yiiksek (p<0.001) bulundu. En yiiksek FSH ve LH diizeyleri yag grubunda
tespit edildi (Tablo 4.24).

Tablo 4.24: Progesteron ve Ostrojen diizeyleri

Grup Progesteron (ng/mL) E2 (ng/L)
Ortalama+ S. Sapma  Ortalama = S. Sapma
Kontrol 2.53+0.03 141.45 + 3.31°
Karbonhidrat 4.39+0.26 153.12 +5.01°
Yag 7.45 +0.36° 174.20 + 2.52°
Protein 5.15 +0.07° 159.57 + 2.08"
D <0.001 <0.001

*Ayn1 harfler benzerligi, farkli harfler istatistiksel farklihig1 ifade etmektedir.
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4.4.3. Yag Doku Hormon Analizleri

Baslenme tipine bagli olarak degisebilen ve dolayli yoldan folikiilogeneze etki
eden yag doku hormonlarindan adiponektin, resistin ve leptin diizeyleri belirlendi.
Adiponektin seviyesi kontrole gore karbonhidrat grubunda anlamli derecede azalmis
(p<0.001), yag grubunda anlamli derecede yiiksek (p<0.001), protein grubunda ise
benzer bulundu. Resistin hormon seviyeleri karsilastirildiginda, yag grubu kontrole gore
anlamli derecede diisiik (p<0.001), protein ve karbonhidrat gruplarinda anlamli derece
yiiksek bulundu (p<0.001). Leptin hormonu agisindan ise, yag ve kontrol gruplari
arasinda anlamli fark bulunmazken karbonhidrat ve protein gruplari kontrole gore

anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.001) (Tablo 4.25).

Tablo 4.25: Adiponektin, Resistin ve Leptin diizeyleri

Grup Adiponektin (nug/L) Resistin (pg/L) Leptin (ug/L)
Ortalama + S. Sapma Ortalama + S. Sapma  Ortalama + S. Sapma

Kontrol 422 +0.81° 5.66 +0.16° 2.06 +0.14°

Karbonhidrat 2.45+0.33" 8.53 +0.33" 4.16 +0.13

Yag 9.68 + 0.87° 5.08 + 0.36" 2.08 £0.07°

Protein 3.60 + 0.25° 7.38 +0.38° 3.35+0.37°

P <0.001 <0.001 <0.001

*Ayn1 harfler benzerligi, farkli harfler istatistiksel farklili1 ifade etmektedir.

4.5. Molekiiler Analizler

4.5.1. Real Time PCR Analizi

Real time PCR sonuglarina gére ZP1, ZP2, ZP3, BMP15, GDF9, FOXO3a ve
GAS?2 genlerinin ortalama Ct, 2" degerleri Tablo 4.26 ve Tablo 4.27°de verilmistir.
Bu sonuglara gore hesaplanan gen ekspresyon ortalama kat say1 degisiklikleri Tablo
4.28’de yer almaktadir. Tiim genler i¢in ekspresyon seviyeleri, standart sapmalar ile
birlikte Sekil 4.68’de histogram olarak gosterilmistir. Calisilan tiim genler i¢in ‘house
keeping’ geni olan ATCB geni referans alinarak ve birbirine esitlenerek hesaplama

yapilmugtir.
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Tablo 4.26: Real Time PCR sonuglarina gore ortalama delta CT degerleri

Position Gene Symbol

1 Beta Actin
2 ZP1

3 ZP2

4 ZP3

5 BMP15

6 GDF@

7 FOXO3A
8 GAS2

Control Group
0.00
1.51
2.07
1.68
1.84
2.37
0.72

1.49

AVG AC;
Group 1

0.00

7.77

3.67

2.65

2.09

0.83

1.12

0.45

Group 2
0.00
1.63
2.24
0.97
1.76
0.95
1.95

2.58

Group 3
0.00
-0.43
1.70
0.64
0.82
0.08
2.81

2.75

Control group: kontrol grubu, group 1: karbonhidrat grubu, group 3: yag grubu, group 4: protein grubu.

Tablo 4.27: Real Time PCR sonuglarma gore ortalama delta 2" degerleri

Position Gene Symbol

1 Beta Actin
2 ZP1

3 ZP2

4 ZP3

5 BMP15

6 GDF9

7 FOXO3A

8 GAS2

Control Group
1.000000
0.352086
0.237830
0.311219
0.278548
0.193446
0.607097

0.355519

2A- ACr
Group 1
1.000000
0.004581
0.078781
0.158879
0.234230
0.560972
0.460094

0.731029

Group 2

1.000000
0.322641
0.212274
0.509093
0.294839
0.516199
0.258816

0.167009

Group 3

1.000000
1.350974
0.306934
0.639936
0.568015
0.943438
0.142201

0.148239

Control group: kontrol grubu, group 1: karbonhidrat grubu, group 3: yag grubu, group 4: protein grubu.

87



Tablo 4.28: Real Time PCR sonuglarina gore gen ekspresyon artis katsayilari

8

Position

Gene

Symbol

Beta
Actin

ZP1
ZP2
ZP3
BMP15
GDF?
FOXO3A

GAS2

0.84

2.90

0.76

2.06

nan

0.005615

0.040916

0.171147

0.200508

0.014327

0.658407

0.166349

Fold Change (comparing to control group)

Fold

Change

Comments

1.00

1.06

2.67

0.43

0.47

Group 2

p-Value Comments Fold
Change

nan 1.00
0.758584 3.84
0.280547 1.29
0.583523 2.06
0.543474 2.04
0.031187 4.88
0.050476 0.23
0.034955 0.42

nan

0.112650

0.570404

0.368854

0.297665

0.038502

0.182623

0.159168

@]
S

*Group 1: karbonhidrat grubu, group 2: yag grubu, group 3: protein grubu.
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Zpl RNA ekpresyon seviyeleri karsilastirildiginda, karbonhidrat grubunda
kontrole kiyasla anlamli derecede (p<0.05) azalma oldugu, protein grubunda ise anlaml
olmasa da yaklasik dort katlik bir artis oldugu goriildii. Zp2 RNA seviyeleri acisindan,
karbonhidrat grubunda kontrole kiyasla yine anlamli derecede azalma (p<0.05)
goriilirken yag ve protein gruplart kontrol grubundakine benzer bulundu. Zp3 RNA
ekspresyonu degerlendirildiginde ise kontrole gore karbonhidrat grubunda azalma, yag
ve protein gruplarinda ise istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte artis tespit

edildi (Sekil 4.69).

4,5
4 3.84
3,5
3
25 H Kontrol
= Karbonhidrat
2
B Yag
15 M Protein

Zp1 Zp2 Zp3

Sekil 4.69: Gruplar aras1 ZP1, Zp2, ve Zp3 RNA ekspresyonu
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BMPI15 RNA analizlerinde karbonhidrat ve yag grubunda kontrole yakin
degerler bulunurken protein grubunda kontrole gore anlamli olmasa da yaklasik iki
kathik bir artis gozlendi. GDF9 RNA ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda ise
karbonhidrat, yag ve protein gruplarinda kontrole gore anlamli derecede (p<0.05) artis

oldugu goriildii (Sekil 4.70).

H Kontrol

3 H Karbonhidrat
HYag

2 .
M Protein

BMP15 GDF9

Sekil 4.70: Gruplar aras1t BMP15 ve GDF9 RNA ekspresyonu

Foxo3a RNA analizlerinde karbonhidrat grubu kontrole benzer bulunurken, yag
ve protein grubunda kontrole gére anlamli derece (p<0.005) azalma tespit edildi. (Sekil
4.71).

1,2
1
1 .
0,8 -
H Kontrol
0,6 - H Karbonhidrat
HYag
04 7 H Protein
0,2 -
O .
Foxo3a

Sekil 4.71: Gruplar aras1 Foxo3a RNA ekspresyonu
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GAS2 RNA analizlerinde ise karbonhidrat grubunda kontrole kiyasla anlamli
olmasa da yaklasik iki kat artis goriiliirken, yag ve protein grubunda kontrole gore

anlaml1 derece (p<0.005) azalma goriildi (Sekil 4.72).

2,5
2.06
2
1,5 H Kontrol
= Karbonhidrat
1 - HYag
M Protein
0,5 -
O .
GAS2

Sekil 4.72: Gruplar aras1 GAS2 RNA ekspresyonu
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5. TARTISMA

Epidemiyolojik ve deneysel caligmalardan elde edilen kanitlar gostermektedir ki
beslenme de dahil olmak iizere erken donem g¢evresel kosullar ilerleyen zamanda
organizmanin gelisimini dogrudan etkilemektedir. Ureme sistemi de, cevresel faktorlere
kars1 son derece hassas olan bir sistemdir. Bu nedenle bir¢gok canli iireme i¢in mevsim
ve beslenme kosullarinin en ideal oldugu zaman dilimlerini tercih ederler. Giin 15181,
iklim ve besin kaynaklar1 gibi ¢cevresel etmenler canlilarin iiremesi ve yavrularin saglikli
bir sekilde yasamalarina devam edebilmeleri igin olduk¢a 6nemlidir (57, 58).

Gelismekte olan tlkelerde yetersiz beslenme; hem gelismekte olan hem de
gelismis lilkelerde ise obezite ve beslenme bozukluklar: insan sagligi acisindan biiyiik
bir sorundur ve bu durum giderek daha yaygin hale gelmektedir. Ozellikle gelismis
tilkelerde beslenme bozukluklari ve obezite giderek yayginlasmakta ve tibbi miidahaleyi
gerektirebilmektedir (58). Beslenme aliskanliklari normal viicut metabolizmasi ve
fizyolojisi tizerinde dogrudan etkiye sahip oldugundan, neslin ve saglikli
popiilasyonlarin devamliligini saglayan iireme fonksiyonu ve iireme sistemi iizerine
etkileri de ayr1 bir 5neme sahiptir.

Disilerde iireme fonksiyonu erkeklere gore ¢ok daha fazla enerji tiiketimine
ihtiya¢ duyar. Yetersiz ve diizensiz beslenmeye karsi koruyucu bir mekanizma olarak
hipotalamo-hipofizyal-ovaryal iireme ekseni beslenme durumuna gore kordineli
fonksiyon gosterir. Disilerde yetiskinlige gegis, gebelik ve laktasyon donemlari hayat
boyunca gereksinim duyduklari enerji harcamasinin en yiiksek oldugu donemlerdir. Bu
nedenle diizensiz, dengesiz ve yetersiz beslenme durumlarinin olumsuz etkilerine karsi
disi tireme sistemi erkeklerdekinden daha hassastir (58). Kilo kaybina yol agan yetersiz
ve diizensiz beslenme bozukluklar1 ovulasyonun azalmasina veya kesintiye ugramasina
neden olabilir. Viicuttaki enerji dengesinin saglanmasiyla kilo kaybindan sonra viicut
agirhiginin tekrar normale donmeye baglamasiyla ovulasyon da normale donebilir.
Bununla birlikte diizensiz beslenme kaynakli kilo alimi ve obezite ise infertilite i¢in
daha biiyiik bir risk faktoriidiir (58).

Yiyecekler, wviicuttaki ¢esitli temel fonksiyonlarin ger¢eklesmesi igin
organizmalar tarafindan enerji kaynaklar1 ve yapisal molekiiller olarak kullanilmaktadir.
Yoksunluk zamanlarinda hayatta kalmak icin elzem olan bazi fonksiyonlarin (viicut

1sisint muhafaza etmek gibi) devami igin oksitlenebilir substratlarin bulunmasi
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gerekmektedir (58, 59). Bu nedenle normal bir beslenme siirecinde ihtiyag fazlasi olan
enerji viicutta yag olarak depolanir ve besin yetersizliginde ihtiyaci karsilamak iizere
enerjiye cevrilir. Uzun stireli enerji yoksunlugu veya fazlaligi ise birgok sistemi oldugu
gibi iireme sistemini de dogrudan etkilemektedir. Ureme fonksiyonlar1 iizerine enerji
dengesinin 6nemli etkisi oldugundan (58) diizensiz ve dengesiz beslenme infertilite
tizerinde dogrudan rol oynayabilir.

Beslenme ve infertilite lizerine yapilan ¢alismalarda genellikle obezite veya aglik
durumlarinda disi tireme sistemindeki fonksiyonel degisiklikler gézlenmis ve bu konuda
bircok veri sunulmustur. Calismamizda ise organizmalar tarafindan tiiketilen, tim
yiyeceklerin temelini olusturan ve makro-besinler olarak siniflandirilan karbonhidrat,
protein ve yag ile zenginlestirilmis diyetlerin disi tireme sistemi ve infertilite lizerine
etkileri arastirildi.

Beslenme ve viicut agirhgr iliskisi

Beslenme tarzi ile viicut agirlig1 arasinda dogrudan bir iligki vardir. Beslenme
tipine, besin alim miktar1 ve sikligina bagh olarak viicuda alinan enerji miktar1 harcanan
enerji miktarindan fazla ise kilo alimina, az ise kilo kaybina neden olmaktadir. Alinan
toplam enerjinin miktarmi da tiiketilen besinlerin igerigi belirlemektedir. Karbonhidrat
agirlikli beslenmelerde ihtiyagtan fazla olan karbonhidratlar yag olarak depolanmaktadir
ki bu da kilo alimina ve ilerleyen donemlerde obeziteye neden olabilmektedir (43). Yag
icerikli besinler ise zaten yiiksek kalori sagladiklarindan kisa siirede kilo alimina ve
obeziteye neden olabilmektedir. Bu nedenle de birgok deneysel uygulamada da obezite
modeli olusturmak i¢in deneklere yiiksek yag diyetleri uygulanmaktadir (60, 61). Uzun
stireli protein diyetleri ise normal sartlar altinda kilo kaybina neden olmaktadir (62, 63).

Calismamizda kullanilan denekler, siitten yeni kesilmis yavru disi siganlar olup
normal gelisim asamasinda olduklarindan tiim gruplarda deney sonunda deney
baslangicina gore kilo alimi tespit edildi. Deney baglangicinda her grubun agirlik
ortalamasi farkli oldugundan deney sonu ile deney baslangici arasindaki agirlik farklar
karsilastirildi. Kontrol grubuna kiyasla en fazla kilo alimi yag grubunda gdzlenirken,
karbonhidrat ve protein gruplarinda kontrole benzer sekilde daha az kilo alimi1 saptandi.
Viicut kitle indeksi oranlari karsilastirildiginda da gruplar arasi istatistiksel fark
bulunmadi. Toplam kilo alimi ve VKI karsilastirmalarinda gruplar arasi1 fark
goriilmemesinin temel nedeninin, siganlarin deney baslangicinda prepuberte evresinde
olmalari, dolayistyla alinan kalorilerin normal viicut gelisimine ve biiylimeye harcanmis

oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii literatiirde besin diyetleri ile yapilan g¢aligmalarda
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genellikle yetiskin sicanlar kullanildigindan kilo alim1 agisindan gruplar arasi fark kisa
stirede daha belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan ¢alismalarda en az on
haftalik yiiksek yagli diyetle yetiskin farelerde VKi’nin obezite degerlerine ulastig
bildirilmektedir (64). Calismamizda ise yavru si¢anlarin yiiksek yag diyeti sonucu diger
gruplara kiyasla daha fazla kilo aldiklar1 goriildii. Bununla birlikte yag grubundaki
sicanlarda diger gruplardakine kiyasla daha fazla kilo alimi olmasma ragmen VKI
Olctimleri obezite degerlerine ulasmamustir. Prepubertal evreden baslayan 80 giinliik
deney stiresince sicanlar gelisim donemlerinde olduklar1 i¢in ve bu donemde yiiksek
enerji gerektiren hizli metabolizmalari nedeniyle VKI’lerinin obezite degerlerine
ulasmadig diisiiniilmektedir. Viicut agirliklarina benzer sekilde gruplar arast ovaryum
agirliklar karsilagtirildiginda da anlamli bir fark tespit edilmedi (Tablo 4.3). Grup i¢i
toplam tiiketilen yem miktarlar kiyaslandiginda ise en fazla yem tiiketimi karbonhidrat
grubunda gozlenirken en az yem tiiketiminin ise yag grubunda oldugu go6zlendi.
Makrobesinlerin enerji igerikleri artan siraya gore karbonhidrat, protein ve yag
seklindedir (65, 66). Bu nedenle gram basina diisen kalori miktar1 karbonhidrat
grubunda en az oldugundan ve karbonhidrat diyeti yag ve protein agisindan zayif
oldugundan gelisim asamasindaki enerji ihtiyacini karsilamak i¢in bu grupta agirlik
olarak daha fazla yem tiiketildigi tespit edildi. Diger besin 6gelerine gore yaglarin her
bir graminda daha fazla kalori bulundugundan yag grubunda en az yem tiiketiminin
oldugu belirlendi. Besin tiiketim miktar1 agisindan protein grubunun kontrol grubuna en
yakin olan grup oldugu goriildii.

Beslenme ve Menstrual Siklus Diizeni
Puberte, disilerde iireme fonksiyonun biyolojik olarak ilk gerceklesmesinin

miimkiin oldugu zamani ifade etmektedir (67, 68). Birgok aragtirmaci tarafindan
pubertel gelisimi etkileyen en Onemli faktdrlerin basinda ¢ocukluk ve prepubertal
donemdeki yeterli ve dengeli beslenmenin oldugu belirtilmektedir (67). Beslenmenin
pubertal gelisime etkisi hayvanlar lizerinde yapilan farkli besin diyeti uygulamalariyla
gosterilmistir (67). Sicanlarda puberte yasinin yaklasik olarak 5-6 hafta oldugu ve
yilksek yag diyet uygulamalarinda puberte yasmnmn kisaldigi bildirilmektedir (67).
Calismamizda her ii¢ diyet grubunda da puberteye ulagsma siiresinin ayni oranda
kisaldig1 tespit edildi. Kontrol grubunda puberte yasi ortalamasi 37.9 giin olarak
bulunurken diger ii¢ grupta 37.4 olarak belirlendi. Benzer sekilde, Kirtley D. ve ark.
tarafindan Osborne-Mendel cinsi siganlar iizerinde yapilan yiiksek yag diyeti

uygulamasinda (32.8 giin), diisiik yag diyetine gore (39.7 giin) puberte yasinda anlamli
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derecede diisiis oldugu gozlenmistir (69). Yapilan bir¢cok obezite calismalarinda da
yikksek yag diyetinin erken puberteye neden oldugu bildirilmistir. Calismamizda,
istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmasa da yag diyetiyle birlikte karbonhidrat ve
protein diyetlerinde de puberte yasinin azaldigi goriilmiistiir.

Disilerde enerji aliminin ¢ok diisiik olmasi1 durumunda, menstrual diizensizlikler
de dahil olmak iizere iireme sistemi ile alakali ciddi saglik problemleri ortaya
cikabilmektedir (70, 71). Makrobesin 6gelerinin yeterli diizeyde alinmamasi menstrual
diizensizliklere bagli olarak infertilite gibi ciddi saglik problemlerine neden olabilir
(72). Bu nedenle dengeli beslenme menstrual dongii diizeni ve buna bagl saglikli tireme
fonksiyonu i¢in olduk¢a Onemlidir. Mandl ve ark. tarafindan yapilan calismada
sicanlarda normal menstrual dongii uzunlugu 4.4 giin olarak hesaplanmistir.
Calismamizda da kontrol grubunda menstrual siklus uzunluk ortalamasi 4.4 giin olarak
bulundu. Kontrol grubuna gore karbonhidrat grubunda kisalmis (4.3 giin), protein (5.0
giin) ve yag grubunda (4.6 giin) uzamis menstrual dongii tespit edildi. Deneysel
uygulama boyunca gruplardaki toplam menstrual siklus sayilari karsilastirildiginda dort
giinlik normal siklus sayisinin protein ve yag gruplarinda anlamli derecede azaldigi
gozlendi (Tablo 4.4, acik yesil alanlar). Dolayisiyla uzamis ve anormal menstrual siklus
sayilar1 da protein ve yag gruplarinda daha yiiksek bulundu (Tablo 4.4, koyu yesil ve
kirmizi alanlar). Bu bulgularimiza benzer sekilde, Lilia BS ve ark. tarafindan insanlar
tizerinde yapilan kapsamli bir ¢alismada obez kadinlarin %18.3’inde oligomenore,
(uzamis menstrual siklus dongiisii) ve %11.7’inde amenore (kisalmis menars evresi)
gelistigi gosterilmistir (73). Yine ayni ¢alismada tip 2 diyabet ve glukoz intoleransinin
oligomenore ve amenoreye sebep oldugu gosterilmistir. Karbonhidratlar hizli bir sekilde
kan glikoz seviyesini yiikseltirken yag ve proteinler daha uzun siirede glikoza doniisiip
kan glikoz seviyesini yiikseltebilirler (61, 74-77). Yag ve protein diyeti ile beslenen
gruplarimizda sicanlar uzun siire bu diyetlerle beslendiklerinden bu gruplarin kan
glukoz diizeylerinin yiiksek olmasi nedeniyle, glikoz intoleransina bagli olarak
menstrual siklusun bu iki grupta uzams olabilecegi diigiiniilmektedir.

Menstrual siklus evreleri (P, E, M, D) kendi icerisinde degerlendirildiginde
menstrual siklusun uzadigi gruplarda, yani protein ve yag gruplarinda proestrous evresi
kisalirken, diestrous evresinin uzadig goriildii (Tablo 4.8). Proestrousun kisalmasi
protein ve yag agirlikli beslenmenin amenoreye sebep oldugunu, diestrousun uzamasi
ise protein ve yag agirlikli beslenmenin oligomenoreye sebep oldugunu gostermektedir.

Zheng T ve ark. tarafindan yapilan caligmada yliksek protein ve yag icerikli diyetlerin
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immiin sistemi zayiflattigt ve Non-Hodgkin's Lymphoma riskini arttirdigin
gosterilmistir  (78). Diestrous, uterus endometriyumunun kendisini yenileme evresi
oldugundan bu evrenin kontrole gore anlamli derecede uzamasinin, protein ve yag
agirhikli beslenmeye bagli immiin sistemdeki zayiflamayla iliskili olabilecegini
distindiirmektedir.

Beslenme ve Folikiil Sayilar:

Ureme sisteminin gelisimi ve olgunlasmasi diger sistemlerde oldugu gibi erken
donem beslenme kosullarindan dogrudan etkilenir. Bu son derece normal ve beklenen
bir durumdur ¢iinkii primordiyal folikiil havuzu hayatin erken donemlerinde olgunlasir
ve cevresel etmenlere karsi oldukga hassastir. Klinik ve deneysel ¢aligmalar
gostermektedir ki erken donem beslenme problemleri folikiil rezervinde azalmaya,
ovulasyon oranlarinda degisime ve puberte yasina erismede farkliliklara neden
olmaktadir (79). Calismamizda da farkli beslenme tiplerine bagli olarak primordiyal
folikiil rezervinden preovulatuvar folikiil sayisina kadar kontrol grubuna kiyasya énemli
degisiklikler tespit edildi. Gruplar aras1 primordiyal folikiil rezervi karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede olmasa da kontrole kiyasla tiim gruplarda azalma
gozlendi (Tablo 4.9, Sekil 4.7-4.12). En az folikiil rezervinden en fazla folikiil rezerv
miktarlari sirasiyla protein, yag, karbonhidrat ve kontrol grubu olarak siralandi. Primer
folikiilden preovulatuvar folikiile kadar normal gelisim asamalarindaki tiim folikiil
tiplerinde 6zellikle yag ve protein gruplarinda kontrol grubuna kiyasla azalma, atretik
folikiil sayis1 agisindan ise artis oldugu gozlendi (Sekil 4.13). Genel anlamda, yiiksek
oranda karbonhidrat, protein ve yag diyetlerinin hem folikiil rezervini hem de
folikiilogenezi olumsuz yonde etkiledigi tespit edildi. Bununla birlikte atretik folikiil
sayisindaki artiy da Ozel diyet gruplarinda gelismekte olan folikiillerin gelisimini
tamamlayamadan atreziye ugradiklarini diisindiirmektedir. Caspase-3 immiinreaktivite
skorunun bu gruplarda yiiksek bulunmasi bu durumu desteklemektedir. Yapilan bazi
calismalarda, yiiksek protein ve yag diyetlerinin kan glikoz seviyelerini yiikselttigi ve
bunun da daha yiiksek enerji saglayarak folikiilogenezin indiiklenmesine neden oldugu
belirtilmistir. Teleni ve ark. glikoz da dahil olmak {izere bazi enerji maddelerinin
intravendz yolla koyunlara verilmesi sonucunda artan enerji kaynagi nedeniyle
ovulasyon oranlarinda artis oldugu sonucuna varmislardir. Bu nedenle glikoz ihtiyacinin
%35’ini amino asitlerden karsilayan sigirlarda, protein diyetinin kan glikoz seviyesini
arttrmasma ve buna bagh yiiksek enerji nedeniyle ovulasyonun artmasina neden

oldugunu belirtmektedirler (77). Bununla birlikte Irene S ve ark. tarafindan insanlar
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tizerinde yapilan bir calismada yiiksek protein diyetinin antral folikiil sayisinda
azalmaya neden oldugu gosterilmistir (80). Yani bazi ¢aligmalar yiliksek protein
diyetinin folikiilogenezi indiikledigini, baz1 ¢alismalar ise folikiillogenezi indiiklemekle
birlikte folikiilogenez siirecinin tamamlanamamasina neden oldugunu gostermektedir.
Ayrica yiiksek yag diyeti ile yapilan bir¢cok ¢alismada, yiiksek yag diyetinin de folikiil
rezervinin azalmasma neden oldugu gosterilmistir (81, 82). Gerek protein diyetleri
gerekse de yag diyetleri ile beslenme sonucu ovulasyon oranindaki bu artis daha fazla
folikiilogenez gerceklestigini ve dogal olarak da folikiil rezervinin daha kisa siirede
azalmasina neden oldugunu gostermektedir. Literatiir bilgilerine benzer olarak,
calisgmamizda o0zel diyet gruplarinda, Ozellikle de protein ve yag gruplarinda
primordiyal folikiil rezervinin azalmasi folikiilogenezin ileri diizey indiiklenmesine
bagli olabilir. Ancak saglikli preovulatuvar folikiil sayilarindaki azalma, atretik folikiil
sayilarindaki ve Caspase-3 immiinreaktivitesindeki artig ise indiiklenen folikiilogenez
stirecinin ~ saglikli  tamamlanamadigini  gostermektedir. ~ Folikiil ~ gelisiminin
indiiklenmesine ragmen, normal folikiiler gelisimin saglikli bir sekilde preovulatuvar
folikiil asamasina erisememesinin nedenlerinin ve bu siirecteki mekanizmalarin
aydinlatilmasi i¢in de daha spesifik ve kapsamli ¢alismalar gerekmektedir.

Natalie M ve ark. tarafindan yapilan bir calismada yiiksek yag diyeti ile
beslenmenin obezite gelismese bile gelismekte olan ovaryan folikiillerin sayisinin
azalmasina neden oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte korpus luteum sayisinin ise
yiikksek yag diyeti grubunda kontrol grubundakine kiyasla daha yiiksek oldugu
gozlenmistir (61). Benzer sekilde c¢alismamizda da karbonhidrat, protein ve yag
gruplarinda, tersiyer ve preovulatuvar folikiil sayilari kontrol grubundakine oranla daha
diisiik bulunmasina ragmen, ovulasyondan sonra gelisen korpus luteum sayilart kontrol
grubundaki ile istatistiksel olarak benzer bulundu. Bu durum, ovulasyondan belirli bir
siire sonra dejenere olan korpus luteumlarin her {i¢ diyet grubunda da kontrole gore
daha uzun siire fonksiyonlarimi siirdiirmekte olduklarini diistindiirmektedir. Nitekim
caligmamizda yapilan ovaryan hormon analizlerine goére her ii¢ diyet grubunda
progesteron seviyelerinin kontrol grubundakine gore anlamli derecede yiiksek
bulunmasi, aktif korpus luteumlarin karbonhidrat, yag ve protein gruplarinda daha fazla
sayida bulunduklarini gostermektedir. Hem literatiirde hem de ¢alismamizda elde edilen
bu verilere gore ovulasyon oncesi folikiiler evre olan antral folikiillerin sayisinin az

olmasina ragmen ovulasyon sonrasi gelisen korpus luteum sayilarinin kontrole benzer
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olmasinin altinda yatan sebeplerin detayli olarak aydinlatilmasi, kapsamli ve daha ileri
diizey arastirmalar gerektiren ayr1 bir konu olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Yiiksek protein ve yag diyetlerinin folikiilogenezi indiiklemesine ragmen normal
folikiilogenez siirecini olumsuz yonde etkilediginin en belirgin kanit1 atretik folikiil
sayisidir. Wang Na ve ark. tarafindan obez fareler iizerinde yapilan bir ¢aligmada
yiiksek yag diyetinin folikiilogenez i¢in indiiklenen folikiil sayisini arttirmakla birlikte
atretik folikiil sayisin1 da kontrole gore anlamli derecede arttirdigi gosterilmistir (83).
Benzer sekilde, calismamizda da atretik folikiil sayis1 yag ve protein gruplarinda kontrol
ve karbonhidrat gruplarina gore daha yiiksek bulundu. Bu bulgular gostermektedir ki
primer folikiilden preovulatuvar folikiile kadar folikiiler gelisimin tiim evrelerinde
normal fizyolojik satlar altinda da gergeklesen folikiil atrezisi, yag ve protein agirlikli
beslenme sonucu daha da artarak ovulasyon asamasina ulasan folikiil sayisinin
azalmasina neden olmaktadir.

Morfometrik Olgiimler

Bir oositin Kkalitesini gosteren Onemli Kriterler; oosit hacmi, oosit sekli,
sitoplazmik igerik ve zona pellusida yapisi olarak bilinmektedir. Oosit hacmi, oosit
maturasyonunun Onemli bir gostergesidir. Gelisimini tamamlayamayan ve gerekli
hacme ulasamayan oositlerin fertilizasyon kapasiteleri de diistiktiir. Akbariasbagh F ve
ark. tarafindan insanlardan elde edilen oositler tizerinde yapilan bir ¢alismada diisiik
hacimli oositlerin fertilizasyon oraninin, normal hacimdeki oositlerin fertilizasyon
oranina gore anlamli derecede diisiik oldugu gosterilmistir (84). Begona A ve ark.
tarfindan kegiler tizerinde in vitro ortamda yapilan baska bir ¢alismada, 110 pum captan
daha kiigiik oositlerin fertilizasyonu sonucunda saglikli embriyo olugsmadigi, 125-135
um araliginda ¢apa sahip oositlerin fertilizasyonu sonucu ise optimum diizeyde embriyo
gelisimi bildirilmistir (85). Ayni ¢alismada, asir1 biiyiik (>135 pm) oosit hacminin de
saglikli gelisen embriyo sayisinda azalmaya neden oldugu ve embryo gelisimini
olumsuz etkiledigi rapor edilmistir. Folikiiler gelisimde oosit hacminin fertilizasyon
kapasitesi ve embriyo gelisimi i¢in 6nemi nedeniyle ¢alismamizda oosit ve folikiil
caplart Olciilerek gruplar arasit karsilastirma yapilmistir. Hacimsel gelisim primer
folikiilden itibaren basladig1 i¢in primordiyal folikiil ¢aplar1 6lglilmemistir. Primer evre
oosit ¢aplar1 agisindan sadece protein grubunda diger gruplara kiyasla anlamli derecede
artig saptandi. Sekonder folikiil evresindeki oosit ¢aplar1 agisindan yag ve protein

gruplarinda kontrol grubundakine gore anlamli derecede azalma, folikiil ¢aplar
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acisindan ise sadece protein grubunda kontrol grubundakine gore anlamli derecede
azalma tespit edildi. Tersiyer evre folikiillerdeki oosit ¢apinin karbonhidrat grubunda
kontrol grubuna gore anlamli derecede azaldigi belirlendi. Protein grubunda ise hem
oosit ¢capinda hem de folikiil ¢apinda kontrol grubundakine gore anlamli derecede
artmis oldugu tespit edildi. Ovulasyona en yakin evre olan preovulatuvar evre
folikiillerdeki oosit ¢aplar1 karsilastirildiginda Karbonhidrat ve yag gruplarinda kontrol
grubundakine gore anlamli derecede azaldigi saptandi. Protein grubunda ise
preovulatuvar evre folikiillerdeki oosit ¢apinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde
olmasa da kontrol grubundakine kiyasla daha diisiik, yag grubundakine yakin oldugu
tespit edildi. En diisiik ¢capa sahip olan karbonhidrat grubunda, Zp1, Zp2 ve Zp3 RNA
ekspresyon diizeylerinin diger gruplardakine kiyasla diisiik olmasi, zona pellusidanin
fertilizasyondaki fonksiyonunun yanisira normal oosit gelisimi ve 00sit hacminin
belirlenmesinde de 6nemini ortaya koymaktadir.

Histopatolojik Hasar Skorlari

Folikiilogenezde normal folikiil gelisimi i¢in folikiil mikro ¢evresi énemli rol
oynadigindan ¢alismamizda stromal dokudaki konjesyon ve inflamasyon bulgulari
skorlanmigtir. Ayrica salgiladigi hormonlar iizerinden, dolayli olarak folikiilogenezi
etkileyen korpus Iluteumlarda da konjesyon ve inflamasyon parametreleri
degerlendirildi.

Normal folikiilogenez ve ovulasyon i¢in inflamasyon gerekli bir siire¢ olmakla
birlikte, obezite, polikistik over sendromu (PCOS), yetersiz beslenme ve diisiik fiziksel
aktivite gibi nedenlerle ortaya ¢ikan kronik inflamasyon, folikiilogenez ve iireme
fonksiyonu dinamiklerini bozar (86). Trans-yaglar, hayvansal protein igerikli, glisemik
indeksi yiiksek ve lif igerigi zayif olan besinler proinflamatuvar gidalar olarak kabul
edilmekte ve infertiliteye neden olduklar: bildirilmektedir (86). Calismamizda ovaryum
bag dokusunda; her ii¢ diyet grubunda da kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede olmasa da inflamasyon skorlarinda artis oldugu go6zlenirken,
konjesyon agisindan yag ve protein gruplarinda kontrol grubundakine kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede artis gozlendi. Korpus luteumlarda ise, hem
inflamasyon hem de konjesyon skorlar1 karbonhidrat, yag ve protein gruplarinin ii¢iinde
de kontrol grubundakine gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu.
Literatiirde belirtilen bilgiler de géz Oniinde bulunduruldugunda, ozellikle yag ve

protein gruplarindaki folikiil sayilarindaki azalmanin altinda yatan patofizyolojik
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sebeplerden birisinin de bu gruplarda gozlenen yiiksek orandaki konjesyon ve kronik
inflamasyonun olabilecegini diisiindiirmektedir.

Folikiilogenez ve Oosit Spesifik Protein Expresyon Diizeyleri

Tiim hiicresel fonksiyonlarda ve farklilagsmalarda oldugu gibi folikiillogenez ve
oosit gelisiminde de c¢ok sayida spesifik molekiil rol oynamaktadir (18). Bu
molekiillerin diizeylerinin normalden az veya ¢ok olmasi folikiil ve oosit gelisimini
dogrudan etkilemektedir. Caligmamizda, folikiilogenez silirecinde rol oynayan bazi
onemli gen ve proteinlerin ekspresyon seviyeleri immunohistokimyasal olarak protein
diizeyinde, real-time PCR metodu ile RNA diizeyinde calisilarak beslenme tipine bagli
degisiklikleri tespit edildi.

BMP15 ve GDF9 folikiil gelisiminin ilk ve ileri evrelerinde granuloza
hiicrelerinin biliylime ve g¢ogalmalarinda, ovulasyona ugrayacak oositlerin sayisinin
belirlenmesinde ve granuloza hiicrelerinin apoptoza ugramasmin engellenmesinde,
oositin biiylimesinde ve canliligii devam ettirmesinde koordineli rol oynayan ve
birlikte etki gosteren diizenleyici proteinlerdir (26, 27, 31). Calismamizda BMP15
proteini icin immiinreaktivite diizeyleri acgisindan gruplar arasinda fark bulunmadi.
GDF9 proteini immiinreaktivitesi ise karbonhidrat ve yag gruplarinda kontrol
grubundakine gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu. Yapilan RNA
analizlerine gore, BMPI15 eckspresyonu sadece protein grubunda kontrole kiyasla
anlamli derecede yiiksek bulunurken, GDF9 ekspresyonu her ii¢ grupta da kontrole goére
anlamli derecede yiiksek bulundu. Ozellikle protein grubunda GDF9 ekspresyonu
kontrol grubundakine gore yaklasik bes kat, karbonhidrat ve yag gruplarina gore
yaklasik iki kat yiiksek bulundu. BMP15 ve GDF9 proteinlerinin belirli bir diizeyde
ekspresyonu normal folikiil ve oosit gelisimi i¢in kritik 6nem tasir. Bununla birlikte
gereginden fazla ekspresyonlart da folikiil gelisimini olumsuz etkileyebilmektedir. ZJ
Lan ve ark. tarafindan fareler {izerinde yapilan bir calismada BMP15 ve GDF9
genlerinin asir1 ekspresyonlarinin yavru sayisinin azalmasi ve menstrual siklus siiresinin
uzamasi ile hipofertiliteye neden oldugu gosterilmistir (87). Yine Y Peng ve ark.
tarafindan farelerde yapilan baska bir calismada da BMP15 ve GDF9 proteinlerinin
heterodimerik olarak birlikte rol oynadigi ve normal oosit gelisimi i¢in ¢ok spesifik bir
diizeyde ekspresyonun gerekli oldugu gosterilmistir (31, 88). Bu ¢alismalar
gostermektedir ki, bu iki proteinin ekspresyon seviyelerinin azalmasi gibi, normalin
iistinde olmast da folikiil ve oosit gelisimini olumsuz yodnde etkilemektedir.

Calismamizdaki veriler degerlendirildiginde BMP15 ve GDF9 ekspresyon miktarlari ile
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ileri evre folikiil sayilar1 ve oosit ¢ap1 arasinda ters orantt oldugu goriilmektedir. BMP15
geni RNA diizeyinin protein grubunda, GDF9 geni RNA diizeyinin ise her ii¢ diyet
grubunda kontroldekine gore anlamli derecede yiiksek olmasina ragmen, bu gruplarda
folikiil sayilarinin kontrole gére azalmis oldugu gériildii. Ozellikle de protein grubuna
dikkat edilecek olursa, hem BMP15 hem de GDF9 RNA diizeyleri diger gruplara gore
daha yiiksek iken, sekonder folikiil hari¢ olmak iizere folikiil sayis1 agisindan bu grupta
diger tiim folikiil tiplerinin en az sayida oldugu goriilmektedir. Bu da gostermektedir ki,
BMP15 ve GDF9 proteinlerinin normalin {istiindeki ekspresyon miktarlari, ters orantili
olarak folikiil sayisinda azalmaya neden olmaktadir. Ayrica JZ Lan ve ark. tarafindan
yapilan bir c¢alismada, bu proteinlerin asir1 ekspresyonlarinin menstrual siklus
uzunluklarmin da artmasina neden oldugu belirtilmektedir (87). Elde ettigimiz
menstrual siklus verileri incelendiginde de en uzun siklus siiresinin yag ve protein
gruplarinda, yani BMP15 ve GDF9 RNA diizeylerinin yiiksek oldugu gruplarda oldugu
goriilmektedir. Yani, BMP15 ve GDF9 proteinleri yag ve protein diyeti sonucu ileri
diizeyde ekspres edilmekte, buna bagl olarak da gerek folikiil sayisinin azalmasina ve
gerekse de menstrual siklus siiresinin uzamasina neden olarak normal oosit gelisimini
olumsuz yonde etkilemektedir.

Folikiilogenezde rol oynayan ve ¢alismamizda arastirdigimiz proteinlerden birisi
de Foxo3a proteinidir. Memeli ovaryumunda Foxo3a proteini graniiloza hiicrelerinin
apoptozunu indiikleyerek folikiil atrezisini ve folikiil biiylimesini diizenler (38).
Bununla birlikte Foxo3a proteini, rezerv folikiiller olan primordiyal folikiillerin asir
aktivasyonunu baskilayarak folikiil rezervini koruyup disi iireme periyodunun
diizenlenmesinde O6nemli rol oynar (38, 40). Foxo3a’nmin etki mekanizmasina
bakildiginda, primordiyal folikiillerde BMP proteinlerini baskiladigi ve bu mekanizma
tizerinden folikiil gelisimini diizenledigi goriilmektedir (Sekil 2.7) (39). Calismamizda
immiinohistokimyasal olarak Foxo3a+ primordiyal folikiller sayilarak toplam
primordiyal folikiiller igindeki yiizdeleri hesaplandi. Immiinohistokimya skorlama
sonuglarina gore Foxo3a+ primordiyal folikiil ylizdesi karbonhidrat ve yag gruplarinda
kontrol grubundakine kiyasla azalmis oldugu goriilmekle birlikte gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik saptanmadi. Foxo3a RNA ekspresyon
diizeylerine bakildiginda ise kontrole gore yag ve protein gruplarinda anlamli derecede,
karbonhidrat grubunda ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmasa da azalma tespit
edildi. Elde edilen verilere gore, Foxo3a etki mekanizmasi da diisliniildiigiinde, Foxo3a

ekspresyonunun yag ve protein gruplarinda azalmasi, BMPI5 ve GDF9’un
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ekspresyonunun artmasi, dolayisiyla da rezerv durumundaki primordiyal folikiillerin
folikiiler gelisim i¢in indiiklenmesiyle sonu¢lanmaktadir. Bu nedenle, 6zelllikle yag ve
protein gruplarinda folikiil rezervlerindeki azalmanin altinda yatan temel molekiiler
sebebin, azalan Foxo3a proteini sonucu BMP ve GDF9’un ekspresyonun artmasi oldugu
disiiniilmektedir (Sekil 5.1). Ancak daha dnce de belirtildigi gibi, BMP15 ve GDF9’un
asir1 ekspresyonu ise ileri diizey folikiil gelisimini olumsuz etkilediginden, dengesiz
beslenmeye bagli Foxo3a ekspresyon diizeyindeki azalma, buna bagli olarak da BMP15
ve GDF9’daki artis, ovaryumda hem rezerv folikiil sayisinin hizli bir sekilde
azalmasina, hem de saglikli folikiil gelisiminin engellenmesine neden olarak
infertiliteyle sonuglanabilecegini gostermektedir (Sekil 5.1). Karbonhidrat, yag ve
protein makrobesinlerinin hangi mekanizma ile Foxo3a’y1 baskiladig1 ve Foxo3a’dan
bagimsiz olarak BMP15 ve GDF9’u dogrudan etkileyip etkilemedikleri ise bu noktada
aydinlatilmas1 gereken bir durumdur.
Yiiksek protein,

yiiksek yag, yiiksek
karbonhidrat diyeti

A

rerzlrivkiiri]lin l@)@ Folikﬁ:) enez
= :
)

azalmasi
Sekil 5.1: Besin diyetlerinin folikiilogenez tizerine etki semasi

Calismamizda degerlendirdigimiz diger bir protein ise GAS2 proteinidir. GAS2
proteini bir¢ok hiicrede sentezlenmekle birlikte ovaryum stromal hiicrelerinde daha
belirgin olmak iizere oosit ve folikiil hiicrelerinde de sentezlenir ve normal folikiil
gelisimi igin gerekli bir proteindir (42). Drosophila ve domuzlarda yapilan ¢alismalarda
GAS2 mutasyonunun kisirlik ile sonuglandigi gosterilmistir (42, 89). GAS2 mutant
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farelerle yapilan bagka bir c¢alisgmada da, GAS2 eksikliginde farkli gelisim
asamalarindaki folikiillerin etrafindaki bazal lamina yapisinin bozuldugu ve toplam
folikiil sayilarinda biiylik oranda azalma oldugu gozlenmistir (42). Calismamizda GAS2
immiinreaktivitesi agisindan karbonhidrat grubu kontrol grubundaki ile benzer bulundu.
Protein grubu GAS2 immunreaktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli derecede
azalmis, yag grubunda ise istatistiksel olarak anlamli olmasa da yine azalmig oldugu
tespit edildi. Calismamizda karbonhidrat grubunda GAS2 RNA ekspresyon diizeyinin
kontrole gore anlamli derecede arttig1, protein ve yag gruplarinda ise anlamli derecede
azaldig1 tespit edilmistir. GAS2 ekspresyonundaki bu azalma, yag ve protein
gruplarindaki toplam folikiil sayilarindaki azalmanin altinda yatan diger bir faktor
oldugunu ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, GAS2’nin folikiilogenezdeki etkisi yeni
tanimlandigindan etki mekanizmasina dair heniiz yeterli bilgi bulunmamaktadir (42).
Zpl, Zp2 ve Zp3 proteinleri oositin etrafin1 saran zona pellusiday: olusturarak
oosit gelisimde ve fertilizasyonda biiyiik 6neme sahiptirler (20) (90). Zp3 proteini tiir-
spesifik sperm baglanmasinda (91) rol oynarken Zp2 de ileri diizey sperm
baglanmasinda rol oynar. Zpl proteini ise Zp2 ile Zp3 proteinlerini ¢apraz olarak
birbirine baglayarak normal zona pellusidanin olusmasinda rol oynar (21). Eksik ZP1
ekspresyonu Zp3’iin sitoplazmada ¢okelmesine ve zona pellusidanin olusmamasina
neden olur (22). Calismamizda, IHC skorlamalarina gore karbonhidrat grubunda Zp2
immiinreaktivite diizeyinin kontrol grubundakine kiyasla anlamli derecede, Zpl ve Zp3
immiinreaktivite diizeylerinin ise istatistiksel olarak anlamli olmasa da azaldig1 goriildii.
Karbonhidrat grubunda Zpl ve Zp2 RNA ekspresyon diizeyinlerinin anlamli derecede;
Zp3 agisindan ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmasa da azaldigi goriildi.
Yapilan morfometrik 6l¢iimlerde de karbonhidrat grubunda tersiyer ve preovulatuvar
evre folikiillerdeki oosit ¢ap1 tiim gruplara gore daha diisiik bulundu. Oosit ¢apindaki bu
azalmanin, karbonhidrat grubunda Zpl, Zp2 ve Zp3 ekspresyonundaki azalma ilgili
oldugu disiiniilmektedir. Ayrica zona pellusida {izerine yaptigimiz elektron
mikroskobik incelemelerde de karbonhidrat grubundaki oositlerin zona pellusidalarinda
yogun yapisal deformasyonlar saptandi. Yag grubunda Zpl, Zp2 ve Zp3
immimmiinreaktivite ve RNA ekspresyon diizeyleri kontrol grubundakine benzer
bulundu. Nitekim elektron mikroskopik incelemede de yag grubunda zona pellusidanin
normal ultrastriiktiirel yapida oldugu goriildii. Protein grubunda ise, Zpl ve Zp2
immiinreaktivite diizeyi kontrol grubundakiyle benzer, Zp3 immiinreaktivite diizeyi ise

anlamli derecede yiiksek saptandi. Protein grubu RNA analizlerinde ise Zp2 kontrol
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grubundaki ile benzer bulunurken, istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte, Zp1
RNA ekspresyon diizeyinin bu grupta kontrol grubundakine gore yaklasik dort kat, Zp3
RNA diizeyinin ise yaklasik iki kat artmis oldugu tespit edildi. Protein grubundaki Zpl
ve Zp3 genlerinin ekspresyon diizeyindeki artigla o0osit hacmi arasindaki iliskiye
baktigimizda, protein grubunda primer folikiilden preovulatuvar folikiil evresine kadar
kadar oosit ¢apinin anormal seyrettigi goriilmektedir. Yani Zp genlerinin asir1
ekspresyonu oosit hacminde anomalilere neden olmaktadir. Ayrica protein grubuna ait
elektron mikroskopik Kkesitlerde incelenen zona pellusida yapilarinda karbonhidrat
grubuna benzer sekilde yogun yapisal deformasyonlara saptandi. Zona pellusidanin
oosit siirlarini belirleyerek, fertilizasyonda énemli bir etkiye sahip olan 00sit hacminin
belirlenmesinde rol oynamasi, fertilizasyon esnasinda sperm baglanmasindaki rolii ve
polisperminin &nlenmesindeki fonksiyonlar1 gibi nedenlerle, beslenme tipine bagh Zp
proteinlerinin ekspresyon profillerindeki degisikliklerin de fertiliteyi olumsuz yonde
etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

Hormon Analizleri

FSH ve LH hormonlari, ovaryan folikiillerin gelisim igin indiiklenmesi,
folikiillerin olgunlagmasi, oositin ovulasyonu ve ovaryum steroidlerinin iiretimi igin
gereklidirler (92). Calismamizda FSH ve LH hormon diizeylerinde kontrol
grubundakine gore karbonhidrat, yag ve protein gruplarinda sirasiyla artig oldugu ve her
ic diyet grubunun da kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu saptandi.
Primordiyal folikiil sayilarinda ise kontrol grubundakine gore karbonhidrat, yag ve
protein gruplarinda sirasiyla azalma oldugu goriilmektedir. Folikiil rezervindeki
azalmaya ters orantili olarak FSH ve LH hormon diizeylerinin sirasiyla karbonhidrat,
yag ve protein gruplarinda artig gostermesi, rezerv folikiillerin azalmasinin altinda yatan
faktorlerden birisinin de bu hormon diizeylerindeki artisa bagl olarak daha fazla sayida
primordiyal folikiiliin gelisim icin indiiklenmesi oldugunu diistindiirmektedir.

Ostrojen (E2) hormonu kadinlarda menstriiel dongiiniin diizenlenmesinde ve
cinsiyet karakterlerin gelisiminde rol oynayan bir hormondur (93). Progesteron (P4) ise
menstrual dongii, gebelik ve embriyogenezde rol oynayan endojen bir esey hormonudur
(94). Chisato Nagata ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada yiiksek yag aliminin
ostrojen diizeyini arttirdigi gosterilmistir (95). Akamine EH ve ark. tarafindan yapilan
bir ¢caligmada da yiiksek yag diyetinin progesteron seviyesini yiikselttigi belirtilmistir
(96). Calismamizda da, dstrojen degerleri yag grubunda en yiiksek olmak iizere ii¢ diyet

grubunda da kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulundu. Calismamizda
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elde edilen menstrual dongii bulgular1 ve 6strojen hormonunun menstrual dongiiniin
diizenlenmesindeki rolii goz oniinde bulunduruldugunda, o6zellikle yag ve protein
gruplarinda gbézlenen menstrual diizensizliklerin ve yiiksek anormal menstrual dongii
sayilarinin 6strojen hormonun 6zellikle bu gruplarda ileri diizey sentezi sonucu oldugu
diistiniilmektedir. Nitekim yapilan ¢alismalarda progesteron ve Ostrojen artiginin
menstrual dongli uzunlugunun artmasina ve menstrual dongii diizeninin bozulmasina
neden oldugu gosterilmistir (96).

Calismamizda ayrica yag doku hormonlar1 olan adiponektin, resistin ve leptin
hormonlari1 ¢aligildi. Yapilan galismalarda obez canlilarda adiponektin degerlerinin
azaldigi, resistin ve leptin degerlerinin ise arttigi gosterilmistir (97). Caligmamizda ise
yag diyeti grubunda siganlar heniiz ileri kilolu veya obezite degerlerine
ulagmadiklarindan, kontrole gore adiponektin diizeyi yiiksek, resistin diizeyi diisiik ve
leptin diizeyi ise benzer bulundu. Yapilan ¢alismalarda degisen yag doku hormon
seviyelerinin menstrual dongii diizeni, oosit gelisimi ve ovulasyon gibi siireglerde
dolayli olarak rol oynadigi gosterilmistir. Bununla birlikte, yag doku hormonlarinin
oosit gelisiminde 6nemli olan besin tiiketimini nasil etkiledigine dair yeterli bilgi
bulunmamaktadir (97) ve daha kapsamli deneysel ¢alismalar gerektirmektedir.

Elektron Mikroskopik Analizler

Folikiiller ve oositler gelistikge, oositlerin ve folikiil hiicrelerinin yapilarinda ve
fizyolojilerinde de birgok degisiklik meydana gelir (98). Bu degiskliklerin normal
sekilde seyretmesi olgun ve saglikli bir oosin gelismesi i¢in olduk¢a dnemlidir. Yapilan
calismalarda primordiyal folikiilden preovulatuvar folikiill asamasmna kadar tim
folikiiler evrelerde oosit, granuloza hiicreleri ve zona pellusida ultrastriiktiirel yapilari
detayli olarak incelenerek ortaya konmustur (98, 99). Calismamizda da oosit
sitolazmasi, granuloza hiicreleri, granuloza lutein hiicreleri ve zona pellusida elektron
mikroskopik olarak incelenip mevcut literatiir bilgileriyle karsilastirildi.

Kontol grubu ovaryum Kkesitlerinde tersiyer evre folikiillerdeki oositler yaygin
graniillii endoplazmik retikulum (gER), yuvarlak sekilli mitokondriyondan zengin,
normal sitoplazmik yapilar ile kortikal graniil sayis1 ve miktar1 agisindan literatiirde
belirtilen 6zelliklerde (98) goriildii. WFA Marei ve ark. tarafindan fareler iizerinde
yapilan yapilan yliksek yag diyeti calismasinda, oositlerdeki yuvarlak sekilli
mitokondriyonlarin sayisinda azalma ve uzamis mitokondriyon sayisinda artis oldugu
bildirilmektedir (100). Yine ayni1 ¢alismada, yiiksek yag diyetinin oositlerde
endoplazmik retikulumlarda genislemeye neden oldugu gosterilmistir (100).
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Calismamizda yag ve protein gruplarinda mitokondriyonlar genellikle yuvarlak sekilli
izlenirken, karbonhidrat grubunda uzamis sekilli mitokondriyonlarin yaygin oldugu
saptand1. Oosit graniillii endoplazmik retikulumlari ise 6zellikle protein grubunda olmak
lizere karbonhidrat ve yag gruplarinda kontrole gére daha seyrek dagilimhi ve daha
diisiik elektron yogunluklu olarak izlendi. Karbonhidrat grubunda yer yer genislemis
endoplazmik retikulum sisternalarina rastlandi. Ayrica ¢alismamizda karbonhidrat, yag
ve protein gruplarinda kortikal graniil miktarinin ve biiyiikliikklerinin kontrol
grubundakine gore daha seyrek dagilimli oldugu goriildii. Granuloza hiicrelerinde her ii¢
deneysel grupta kontrol grubuna kiyasla sitoplazmik organeller agisindan farkli
ultrastriiktiirel deformasyonlara rastlandi.

Normal bir fertilizasyon i¢in, gelismekte olan oositte yogun protein sentezi,
komsu granuloza hiicreleri ile diizenli madde aligverisi, yogun kortikal graniil dagilimi
ve zona pellusida onemli rol oynamaktadir. Ancak c¢aligmamizdaki ozel diyet
gruplarinda gER yaygmliginin azalmasi, transzonal baglantilarin bozulmasi, kortikal
graniillerin azalmasi ve zona pellusidadaki yapisal deformasyonlar gibi degisiklikler

oositin fertilizasyon kapasitesinin azalmasina neden olabilir.

107



6. SONUC VE ONERILER

Yapilan calismada karbonhidrat, yag ve protein diyetlerinin siganlarda
folikiilogenez ve oosit gelisimi iizerine etkileri arastirildi. Elde edilen bulgulara gore,
prepubertal donemde Ozellikle yag ve protein agirlikli beslenme, menstrual siklusta
diizensizliklere, ovaryumda vaskiiler konjesyona, folikiilogenez spesifik gen ve
proteinlerin ekspresyonlarinda anormal diizeyde artma veya azalmaya, oosit gelisimi
tizerine dogrudan etkili olan hipofizyal ve ovaryan hormonlarin seviyelerinde
degisikliklere neden olmaktadir. Bu degisiklikler sonucu, primordiyal folikiil ve oosit
rezervinin hizla azalmasi, folikiil gelisiminin baskilanmasi ve 00sit kalitesinin diismesi
tireme periyodunun kisalmasina ve fertilizasyon potansiyelinin azalmasina neden
olabilir. Ayrica, Karbonhidrat agirlikli beslenme, yag ve protein agirlikli beslenme kadar
olmasa da benzer bulgularla ve &zellikle de zona pellusidada yapisal bozukluklara
neden olarak fertilizasyonun gergeklesmesini olumsuz yonde etkileyebilir.

Tiiketilen besinlerin ana bilesenleri olan bu makro-besinlerin yasamsal
fonksiyonlarin ve normal lireme sistemi fizyolojisinin devami igin yeterli ve dengeli
diizeyde alinmasi gerekmektedir. Bireylerin, 6zellikle uzun siireli yiiksek yag ve protein
diyetlerinden kaginmalar1 saglikli iireme fonksiyonlarinin siirdiiriilmesi i¢in gerekli ve
onemlidir. Bu nedenle, calismamizda elde edilen bulgular da g6z Oniinde
bulundurularak, bireylerin normal yasamlarinda ve ozellikle de gebelik diisiinen veya
infertilite tedavisi alan kadinlarin tedavi Oncesi ve siiresince hekim ve uzman
diyetisyenlerin de tavsiyeleriyle, literatiire uygun dengeli ve diizenli diyet programi

uygulamalar: tavsiye edilmektedir.
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HAYVAN DENEYLERi YEREL ETIiK KURUL (HADYEK) BASKANLICI
TOPLANTI TARIHI | KARAR SAYISI HADYEK NO BASVURU SAHIBI
17.12.2020 2020/17-6 2017/A-57 Prof. Dr. Mehmet GUL
Deneyde Kullamlacak Hayvanin Tiirdi : Sigan Aragtirmacilar
Deneyde Kullanilacak Hayvanin Soyu : Wistar Albino 1. Prof. Dr. Nigar VARDI
Deneyde Kullanilacak Hayvanin Cinsiyeti : Disi 2. Ars. Gor. Semir GUL
Deneyde Kullanilacak Hayvanin Sayist : 40 3. Ars. Gor. Emrah ZAYMAN
Deneyde Kullanilacak Hayvanin Yasi ve Agirhg 21 Ginlik

ile karar verildi.

KARAR: “Farkli Beslenme Tiplerinin Folikiilogenez ve Oosit Geligimi Uzerine Etkileri”” baslikli galisma
kapsaminda kullanilacak deney hayvanlarinda yapilacak girisimlerde aragtirmacilar tarafindan
etigi ilkelerine” uyulacag beyan edilmistir. Bu gergevede, s6z konusu aragtirmanin Orman ve Su Isleri Bakanhiginin
15 Subat 2014 tarih ve 28914 sayil Resmi Gazetede yayimlanan “Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin Galisma Usul
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