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OZET

Deneysel Polikistik Over Sendromunda D Vitamininin Over Uzerine
Etkilerinin Isik ve Elektron Mikroskobik Diizeyde Incelenmesi

Polikistik Over Sendromu (PKOS), hiperandrojenizm, oligo veya
anovulasyon ve polikistik overler ile karakterize endokrin bir bozukluktur.
Bugline kadar patogenezi tam olarak aydinlatlamayan PKOS’nda
semptomlara gore degisen farkh tedavi yaklagimlari uygulanmaktadir. Son
zamanlarda D vitamini tedavisi PKOS’lu kadinlarda semptomlarin giderilmesi
icin yaygin olarak kullanilmaya baglanmigs ve daha ¢ok hormonal ve
metabolik dizensizlikler lizerine olan etkisi klinik ve deneysel galismalarin
konusu olmustur. Ancak D vitamininin PKOS’lu over dokularinda histolojik
yapi uzerine etkilerini gosteren herhangi bir calismaya rastlanmamistir.
Calismamizda, Dehidroepiandrosteron (DHEA) ile olusturulmus PKOS sigan
modelinde uygulanan D vitamini tedavisinin over yapisi Uzerine olan
etkilerinin 1s1k ve elektron mikroskobik diuizeyde arastiriimasi amaglanmistir.

Calismamizda, 24 adet prepubertal disi sigan kullanildi. 21 gunliuk
siganlardan her grupta 8 hayvan olacak sekilde 3 grup olusturuldu. 1.
gruptaki hayvanlara subkutan 0,2 ml susam yagi+0,01 ml %95 etanol enjekte
edilerek kontrol grubu olarak degerlendirildi. 2.gruptaki hayvanlara her giin
subkutan 6mg/kg DHEA enjeksiyonu ile PKOS olusturuldu. 3.gruptaki
hayvanlara ise 6 mg/kg/giin DHEA ile PKOS olusturulurken ayni zamanda
haftada bir 120ng/100gr 1,25(OH)2D3 tedavisi uygulandi. 28 giiniin sonunda
anestezi altindaki sicanlardan alinan kan érneklerinde FSH, LH ve testosteron
seviyeleri Olgildi. Alinan over dokularn 1sik ve elektron mikroskobik
incelemeler igin rutin doku hazirlama yontemlerine uygun olarak hazirlandi.
Isik mikroskobik degerlendirme ve folikil sayimi igin hazirlanan dokular
Olympus BX53 1sik mikroskobuyla incelendi. ince yapi degerlendirmesi igin
ise dokular JEOL-JEM 1400 transmisyon elektron mikroskobu ile incelenerek
fotograflandi.

Calismamizda; serum FSH, LH degerleri, LH/FSH orani ve testosteron
diizeyi PKOS grubunda kontrol grubuna gore anlamh bir artis gosterirken;
tedavi grubunda FSH, LH degerleri, LH/FSH orani ve testosteron diizeyi PKOS
grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu. Isik mikroskobik olarak PKOS
grubunda atretik ve kistik folikiil sayisinda artma goriilurken, elektron
mikroskopta graniiloza tabakasi belirgin sekilde incelmis ve teka tabakasi
kalinlagsmis kistik folikill yapilari ve interstisyel hicrelerde lipid birikimi
izlendi. Vitamin D tedavisi sonucu atretik ve kistik folikiiller sayica azalmigti.

Sonug olarak; D vitamininin PKOS’nda gozlenen hormonal ve yapisal
degisiklikler lizerine olumlu etkileri bulundugu ancak uzun siire kullaniminin
daha yararh olabilecegi kanaatine varildi. Uzun siireli D vitamini tedavisinin
etkilerini gosteren galismalarin yapilmasi ve buna yonelik bilgilerin artmasiyla
PKOS’na sahip hastalar i¢in bir tedavi se¢enegi olarak degerlendirilebilecegi
diisuniildi.

Anahtar Kelimeler: PKOS, DHEA, D vitamini, transmisyon elektron
mikroskop, 1Stk mikroskop.
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ABSTRACT

Effects of vitamin D on ovary in experimental polycystic ovary syndrome:
A light and electron microscobic study

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is an endocrine disorder
characterized by hyperandrogenism, oligo or anovulation and polycystic ovarian
morphology. So far, the pathogenesis of PCOS are not fully understood and
different treatment approaches are applied according to the symptoms. Recently,
vitamin D treatment have been widely used for reducing the symptoms of PCOS
and effects of this treatment on hormonal and metabolic abnormalities are
heavily researched in clinical and experimental studies. However, there is no
light and electron microscopic study in the literature which exhibits the effects of
vitamin D on the ovarian tissues of patients with PCOS. In our study; we aimed
to investigate the effects of vitamin D treatment on ovary tissues in a rat model
of PCOS with DHEA administration using light and electron microscopy
techniques.

In our study, 21 days old 24 female prepubertal rats were used and
divided into 3 groups each consisted of 8 animals. In group 1, 0.2 ml sesame oil
+ 0.01 ml 95% ethanol was injected subcutaneously and used as control group.
In group 2, PCOS was created by the injection of 6 mg / kg DHEA/day
subcutaneously. In group 3, PCOS was created by 6 mg / kg / day DHEA and at
the same time 120ng / 100g 1,25 (OH) 2D3/ treatment was performed weekly. At
the end of the 28th day, the blood samples were collected from rat under
anesthesia and FSH, LH and testosterone levels were measured. The ovarian
tissue were obtained for light and electron microscopic examinations and
prepared according to the routine tissue preparation methods. Slides were
examined by Olympus BX53 microscope for light microscopic evaluation and
follicle counting. Tissue samples were analyzed with a JEOL JEM-1400
transmission electron microscope for ultrastructural evaluation.

In our study; FSH, LH levels, LH / FSH ratio and testosterone levels
showed a significant increase in PCOS group when compared with the control
group. Moreover FSH, LH levels, LH / FSH ratio and testosterone levels were
significantly lower in the treatment group than the PCOS group. In PCOS group,
increased number of atretic follicles and cystic follicles were seen with light
microscopic analysis. Cystic follicles with attenuated granulosa layers and
thickened theca cell layers and lipid accumulation in interstitial cells were
observed by electron microscope. It is observed that atretic and cystic follicles
were decreased as a result of the vitamin D treatment.

In conclusion; although positive effects of vitamin D is found on hormonal
and structural changes, we thought that long-term use of vitamin D may be more
beneficial in PCOS. In addition further studies are needed to clarify the effects of
long-term vitamin D treatment and could be considered as a viable treatment
option for PCOS patients with the advancing knowledge about the effects of
vitamin D.

Key words: PCOS, DHEA, vitamin D, transmission electron microscopy, light
microscopy.
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1. GIRIS

Polikistik Over Sendromu (PKOS), Ureme cagindaki kadinlarin %5-
10’unu etkileyen endokrin bir bozukluktur'. ilk olarak 1935'te Stein ve Leventhal
tarafindan tanimlanan ve gunumuizde ureme c¢agindaki kadinlari yasamlari
boyunca etkileyen en yaygin endokrin bozukluklardan biri haline gelen bu
sendrom; hiperandrojenizm, ovulatuvar disfonksiyon, polikistik overler ile
karakterize olup?; tip 2 diyabet, dislipidemi ve bozulmus glikoz toleransi gibi
kardiyovaskiiler hastalik risk faktorlerinin artmasindan da sorumludur®*,

GuUnumuzde sendromu baslatan neden tam olarak bilinmemekle birlikte,
hipotalamohipofizer disfonksiyon, androjen fazlahgi, insulin direnci, enzimatik
defektler, intraovaryan ve genetik faktorler hastaligin fizyopatolojisini
olusturmaktadi’. PKOS’na sahip kadinlarda metabolik bozukluklar oldukca
yaygindir ve semptomlara gore degisen farkh tedavi yaklagimlari
bulunmaktadir. PKOS hastalarinda goértlen metabolik sendromun D vitamini
eksikligine bagh olabilecegi ¢esitli arastirmacilar tarafindan biIdiriImi§tir5’6.

Son zamanlarda yapilan birgok arastirmada, D vitamini yetersizliginin
kanser, otoimmun hastaliklar, diyabet ve kardiyovaskuler rahatsizliklarda 6nemli
bir risk faktord oldugu gosterilmis olup, kadin ve erkeklerde Ureme surecini
etkiledigi de rapor edilmistir’. Ozellikle kadin infertilitesinin altinda yatan en
onemli sebeplerden biri olan PKOS’na sahip kadinlarda, D vitamini serum
seviyesinin dusik oldugunun tespit edilmesiyle birlikte, D vitamini
metabolizmasi infertiliteyle iliskilendirilmistir®. D vitamini seviyesi ile insilin
direnci, infertilite ve hirgutizmin dahil oldugu PKOS semptomlari arasindaki
iliski, yapilan cesitli calismalarla ortaya konulmustur®'°.

PKOS’nda over yapisi Uzerine yapilan arastirmalarda; over agirliginda
artma ve iyi gelismis teka interna tabakasina sahip ¢ok sayida folikiler kistlerin
varligi saptanmistir'’. Ayrica PKOS'lu hastalarda, ovaryan folikiil uyarimini
dlizenleyen hormonlar olan FSH ve LH seviyesi ile ovaryan steroidojenik
fonksiyonda gdrev alan testosteron seviyesinde belirgin artis gézlenmistir'2.

Bazi caligmalarda dusuk serum 25(OH)D seviyesi ile insulin direnci,

ovulatuvar ve menstruel dizensizlikler, disuk hamilelik orani, hiperandrojenizm,



hirgutizm, obezite ve kardiyovaskuler rahatsizliklar arasinda baglanti kurulmus
ve D vitamini tedavisiyle birlikte bu olumsuzluklarda belirgin oranda azalma
oldugu klinik olarak rapor edilmistir. PKOS ve beraberinde goértlen tim bu
metabolik dlzensizlikler Gzerine D vitamininin tedavi edici etkisi PKOS’lu sigan
modellerindeki farkli doku calismalarinda da gdsterilmis'®'*'®. Ancak D
vitamininin PKOS’'nda overlerin histolojik yapisi Uzerine etkilerini gosteren
herhangi bir calismaya rastlanmamistir.

Yapilan c¢alismalar D vitamini ile PKOS’ndaki hormonal ve metabolik
bozukluklar arasinda bir iliski oldugunu gdstermekle birlikte, bu hastaligin
etiyolojisinde ve tedavisinde D vitamininin rolinin kesin olarak ortaya
konulmasini saglayan literaturlerin hentz sinirli oldugu gorulmekte ve hala
arastirmacilar tarafindan celiskili sonuglar rapor edilmektedir'®'’.

Sunulan calismada, prepubertal donemdeki sicanlara
Dehidroepiandrosteron (DHEA) verilerek olusturulan PKOS modelinde
uygulanan D vitamini tedavisinin, over yapisi Uzerine olan etkilerinin 11k ve
elektron mikroskobik duzeyde arastirimasi ve sonuglarin biyokimyasal

parametrelerle karsilastirilarak degerlendiriimesi amacglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sicanlarda Over Histolojisi

Gamet hicrelerinin Uretimi ve steroidogenezisten sorumlu olan overler,
pelvik kavitenin lateral duvarlarinda, mezovarium ile uterusun genis ligamentine
tutunmus olarak yer alirlar'®. Over yiizeyi germinal epitel olarak adlandirilan ve
mezovaryumu kaplayan mezotel ile devam eden, tek tabakali kibik ve bazi
bblgelerde yassi hucrelerle gevrilidir. Bir bazal lamina Uzerine oturan germinal
epitelin altinda ise siki bag doku tabakasi olan tunika albuginea uzanir'®.

Overler korteks ve medulla olmak Uzere iki bélge halinde dizenlenir.
Korteks ile medulla arasinda belirgin bir sinir bulunmaz; dista yer alan korteks
en onemli bolgedir, hicresel yonden zengin bir bagd doku iginde yerlesen,
bayUklik ve yapilari olduk¢a farkliik gdsteren, farkli gelisim asamalarindaki
folikiiller ile korpus luteum ve atretik follikiller icerir'®2°. Folikiillerin etrafindaki
stromal bdlgede, retikller lifler, hem fibroblast hem de diz kas hUlcresi
Ozelliklerini gosteren ig sekilli hicreler, oldukga genis ve kivrintili kan damarlari,
lenf damarlar ve sinirler bulunur. Overin i¢ kisminda yer alan medulla ¢ok
sayida genis kan damarlari, lenfatikler ve sinirleri iceren gevsek, fibroelastik bag
dokusu yapisinda olup hilumda mesovariumun vaskuler bag dokusu ile

birlesir'®.

2.1.1. Ovaryan Folikdller
Histolojik olarak, gelisim evrelerine gbre primordiyal folikiller, gelisen
folikller (primer folikll, sekonder folikil) ve olgun foliklller (Graaf folikil) olmak

lizere 3 tip ovaryan folikiil yapisi tanimlanir'®.

2.1.1.1. Primordiyal Folikuller

Siganlarda dogumdan sonra 2-3. gunlerde olugan primordiyal folikuller
korteks stromasinda, tunika albugineanin hemen altinda yerlesim gosterirler.
Primordiyal folikil 17-20 pum c¢apinda olup, 1. mayoz bdélinmenin profaz
evresinde diploten safhada duraklamig olan primer oosit ve onu ¢evreleyen tek
tabakall yassi folikiiler hiicrelerden (pregraniiloza hiicreleri) olusmustur?’. Erken



dénemde stromal hicrelerden ayirt edilemeyen folikliler hicreler distan bir
bazal lamina ile gevrilidir'®. Primordiyal folikilllerin merkezinde bulunan 11-15
um capindaki primer oosit?, genis vezikller bir cekirdek ve belirgin bir
cekirdekgik ile sitoplazmasinda Golgi kompleksi, endoplazmik retikulum,
lizozomlar ve gok sayida mitokondriyonlar igerir'®. Sekstiel olgunluga ulasmis
bir digide folikuller, folikil havuzunu terk ederek primordiyal folikil-primer folikul

transizyonuna dahil olurlar®'.

2.1.1.2. Gelisen Folikuller

Blyumekte olan folikulun ilk gelisim asamasi primer folikuldar. Bir
primordiyal folikil blyUimekte olan folikile farklanirken; oositte, folikiler
hicrelerde ve iligkili stromada birtakim degisiklikler meydana gelir18.

Oositin  buylUmeye baslamasi ve etrafindaki yassi pregranuloza
hiicrelerinin kilbik hale gelmesiyle primordiyal folikiilden primer folikiil olugur®.
Primer folikll evresinde oositin cevresinde zona pellusida tabakasi gelisir. Zona
pellusida, oosit ile etrafindaki grantloza hucreleri arasinda bulunan, tamamen
glikoproteinlerden olugsmus bir tabakadir. Oosit mikrovilluslari ve daha kalin
yapidaki granuloza hicre uzantilari zona pellusidayi delerler'.

Oosit sitoplazmasinda gevsek olarak kimelenmis olan organellerin ¢ogu
oositin kortikal ve perintklear bolgelerinde yerlesmistir. Merkezi yerlesimli bir
cekirdek ve cekirdek icerisinde birden fazla cekirdekgik ile sitoplazmada
mitokondriyonlar, endoplazmik retikulum, Golgi kompleksi ve vezikiller
bulunur'®. Folikiiler hiicreler mitoz béliinmeler gegirerek oosit etrafinda tek katli
kUbik bir epitel tabakasi olustururlar. Bu foliklle tek tabakali (unilaminar) primer
foliktl adi verilir. En kiglk primer folikillerde oosit ¢capi ise 16,3 um olup 8-13
adet folikiiler hiicre ile cevrilidir ve folikil capi 27,5 um kadardir®®. Gelisim
ilerlerken foliktler hlcreler cogalmaya devam ederler ve ¢ok katli granuloza
hiicre tabakasini meydana getirirler. Granuloza hucreleri birbirleriyle gegit
baglantilari araciligi ile iletisim kurarlar. Bu durumda olusan folikll ise g¢ok
tabakall (multilaminar) primer folikiil olarak adlandirir'®. En biyik primer
foliktller ise 25-29 adet granlloza hiicre tabakasi ile gevrili olup ¢aplari 63,6

um’dir. Bu blyiikliikteki folikiillerde oositin capi ise 38,5 um’dir®°.



Primer folikuller geligirken, folikil etrafindaki stromal hucreler, folikuler
teka hicrelerini olusturmak (zere farklanirlar'®. Teka hicrelerinin kapsiil
seklinde dizenlenmesi sonucunda olusan tabakaya Teka folikuli adi verilir'®. Bir
foliklde teka hucrelerinin olusumu ilk olarak, 2 veya daha fazla grantloza hicre
tabakasina sahip oldugu, LH’a duyarl ve steroidojenik enzimlerin aktive oldugu
evreye denk gelir®*. Teka tabakasi folikiil etrafinda iki ayri tabakaya farklanir.
icte yer alan teka interna iyi vaskiilarize olmus endokrin bir dokudur'®. Oval
veya elips sekilli bir ¢cekirdege sahip ig veya polihedral sekilli hiicreler icerir.
Teka internay! olusturan hucreler belirgin agranuler endoplazmik retikulum
sisternalari, tubuler kristali mitokondriyonlar ve yag damlaciklari igerir. Dis
kisimda yer alan teka eksterna kapsul benzeri bir bag doku yap|S|ndad|r2°. Gok
sayida sikica paketlenmis kollajen lifler ile birlikte birka¢ tabaka halinde
duzenlenmis uzun, yassi ig sekilli hicrelerden olusmustur. Sitoplazmalarinda
mitokondriyonlar, az miktarda yassilasmis granuler endoplazmik retikulum
sisternalari ve oldukca fazla serbest ribozomlar bulunur®.

Primer folikiller gelisimini surdurirken graniloza hicre proliferasyonu
devam eder ve graniiloza hiicreleri 6-12 tabaka kalinhigina ulasir®. Bu sirada
granuloza hucreleri arasinda igleri folikiler sivi ile dolu bosluklar belirir.
Ekstrasellller, yogun boyanan ve PAS pozitif olan bu materyal Call-Exner
cisimcikleri olarak adlandirilir. Grantloza hucreleri tarafindan salgilanan bu
cisimcikler hyaluronan ve proteoglikanlari igerirler18. Folikiler sivi igerisinde
blyime faktorleri, plazminojen, fibrinojen, antikoagilan heparan suilfat ve
baglayici proteinlerle birlikte yuksek konsantrasyonlarda steroidler (progesteron,
androstenedion, dstrojen) bulunur'®. Folikiil sivisi graniiloza hiicreleri arasinda
birikmeye devam eder ve bosluklar birlesmeye baglayarak sonunda buyuk, tek
bir bogluk olan antrumu meydana getirirler. Antrum olusumunu tamamlamig
olan folikiil artik sekonder (antral) folikiil olarak tanimlanir'’®. Sekonder
folikildeki oositte organellerin gogu kortikal ve periniklear bolgelerde yerlesim
gOsterir. Mitokondriyonlar yuvarlak veya oval sekilli olup az miktarda lameller
tipte kristalara sahiptirler. Az miktarda bulunan diz endoplazmik retikulim
sisternalari mitokondriyonlara yakin yerlesim g0sterirler. Primer oosit

sitoplazmasi iginde kuguk gruplar halinde, birbirine paralel olarak dizenlenmis



lamellalara veya sitoplazmik isinlara rastlanmaktadir®.

Antral foliktllerde primer oosit hizla blyur ve en genis antral folikulde
cap! 70 um’ye ulasir’®. Bu sirada antrum genisler ve graniiloza hiicre tabakasi
oositle iligkili bir bolge disinda duzenli tabakalar halinde dizilim gosterir. Bu
bdlge granuloza hucrelerinin antruma dogru ¢ikinti yaptigr kalin bir kime olan
kumulus ooforustur'®. Oosit etrafina isinsal olarak dizilen bir grup graniiloza
hlcresi ise korona radiyatayi olusturur ve ovulasyon esnasinda oositle birlikte
atilir. Her menstruel siklusta genellikle bir folikll digerlerine goére daha fazla
blytr ve dominant folikil haline gelirken, diger folikuller atreziye ugrarlar'®. Bu
olgun veya preovulatuvar (Graaf) folikul yaklasik 500 pm capa sahiptir. Graaf
foliklinde primer oosit merkezi bir yerlesime sahiptir ve eksantrik yerlesimli
germinal vezikill icerir®®.

Folikiller, gelisimlerinin son basamagdi olan Graaf folikili haline
geldiklerinde maksimum boyutlarina ulasirlar ve granuloza htcre proliferasyonu
azalir. Granuloza hidcre tabakasi incelirken, antrum boyutu ve folikller sivi
miktarinda artis meydana gelir'®. Over korteksinin biiyiik bir kismini kaplayan
Graaf folikllu LH dalgalanmasindan sonra gozlenir. Folikilin duvarinda bazal
membran yok olmaya baslar ve teka tabakasindaki kan damarlar teka interna

icerisinde derinlere girer®.

2.1.1.3. Folikiilogenez

Folikilogenez, fétal veya neonatal overlerde pregraniloza hucrelerinin
oosit etrafina go¢ ederek primordiyal folikulleri olusturmasiyla baslar?®.
Siganlarda over igerisinde yer alan germ hucreleri ve pregraniloza
hicrelerinden olusan ovigeroz kordonlar dogum gercgeklestikten birka¢ saat
sonra parcalanirlar?’?®. Ovigeroz kordonlarin folikiiler birimlere pargalanmasi ile
merkezde yer alan bir oosit, etrafinda tek tabaka halinde folikuler hucreler ve
devamlilik gdsteren bir bazal laminaya sahip primordiyal folikiiller olusur®’?°,

Sicanlarda gebeligin  18. gUnlinden sonra oogoniumlar mitotik
aktivitelerini kaybederek, ge¢ intrauterin ve erken postnatal dénemde mayoz
boélinmeye baslarlar. Bu evrede steroid hormon Uretimi gdérilmemektedir.

Primordiyal folikiil olusumu postnatal 2.-3. giinler icinde gerceklesir?®. Folikill



icerisindeki oosit mayoz bolinmenin profaz evresinde diploten safhaya girmis
olarak dinlenme halinde beklemektedir. Mayoz bdélinmenin profaz evresinin
diktiyoten safhasi bagsladiginda steroid hormon Uretimi (FSH ve LH)
baglamaktadir’®. Béylece primordiyal folikiil havuzundaki folikiillerden bazilari
primer, sekonder veya antral folikul yonunde gelisebilmek icin uyariimaktadirlar.
ilk olarak yassi graniiloza hiicrelerinin kiibik hale gecmesi ve proliferatif 6zellik
kazanmalariyla primer folikiiller olusur?’. Artan FSH ve LH dalgalanmasini
takiben gerceklesen bu evre sigcanlarda postnatal 3. gline denk gelir ve zona
pellusida yapisi ilk kez 3. giinde gdzlenir®’.

Primer folikller blyimeye devam eder ve folikullerin etrafini saran
stromal hucreler farkllasarak icte teka interna ve dista teka eksterna olmak
lizere iki tabakadan olusan teka folikiiliyi meydana getirirler'®. Teka interna
hucreleri Ostrojen sentezleme Ozelligine sahip degildir, fakat LH salinimina
cevap olarak androjen sentezlerler. Bu androjenler daha sonra segilmis haldeki
blylmekte olan foliklllerin graniloza hicrelerinde bulunan FSH tarafindan
indilklenen aromataz enzimi sayesinde Ostrojene cevrilir®?. Teka eksterna
hicreleri ise teka internanin dig kisminda yer almakta olup koruyucu bir kapsul
gorevi gdrmektedir'®. Oldukga iyi gelismis kan damarlarina sahip teka eksterna
tabakasinin olusumundan sonra, granuloza hucreleri arasinda igi folikiler sivi
ile dolu dizensiz bosluklar belirmeye baslar?®. Bu evre siganlarda postnatal
5.gline denk gelmektedir®'. Folikiiler sivi dolu bosluklarin genisleyip tek bir
antrumu olusturmasi ve folikiil boyutunun artmasiyla, antral folikiiller olusur®.
Antral folikll olusumu ise postnatal 10. ginde gb&zlenmektedir. Antral folikdl
gelisiminin son evrelerindeki folikiller postnatal 17. giinde gozlenir®'.

Oositin olgunlagsmasi, primordiyal folikil gelisimi ve preantral folikdl
olusumunu iceren evre gonadotropinlerden bagimsiz olarak tamamlanir ve
cesitli sitokinler ile buyume faktorlerinin varliginda gergeklesir. Antral folikilden
ovulatuvar folikll gelisimine kadar olan slreg¢ ise sirklile kandaki FSH ve LH
seviyelerine badimh olup, folikillerin saglkh bir sekilde gelisebilmesi ve

devamliliklari icin gonadotropinlere ihtiyaglari vardir®?,



2.1.1.4. Ovulasyon

Ovulasyon, bir sekonder oositin olgun folikilden (Graaf foliktlt) digari
atilmasini kapsayan strectir'® ve disi sicanlarda 6strus fazindan 8-11 saat
sonra gerceklesir®®. Graaf folikiilleri, ikinci mayoz béliinmenin metafaz
evresinde bekleyen sekonder oositlere sahiptirler. Over korteksinin blylk bir
bélimini isgal eden bu folikilller LH dalgalanmasindan sonra gézlenirler®.

Bu evrede kumulus hlicre-oosit kompleksi antruma dogru ¢ikinti yapacak
sekilde kalin bir bdlge olusturur. Geri kalan granuloza hucreleriyle olan iletigsim
azalmistir. Bazal membran bulanik hale gelir ve teka tabakasindaki kan
damarlari teka internanin derinlerine kadar penetre olurlar. Ovulasyon aninda
folikllerin bulundugu overlerin ylzeyine yakin kisimlar incelmeye baslar. Bu
alanda yuzey epiteli yaSS|Ia§|r2°. Foliktler sivi basinci ve miktarinda artig
gOzlenir. Folikiler duvarin enzimatik proteolizisi gerceklesir ve teka eksterna
tabakasindaki diiz kaslarin kasilmasiyla birlikte folikiiliin dis duvari yirtihir'®,

Ovulasyon esnasinda, tuba uterinalarin fimbria adi verilen uzantilari over
yluzeyine yakin bir konum alir. Fimbrialarin sUplrme hareketiyle, korona
radiyata ve kumulus hcreleriyle gevrili olan oosit, tuba uterina kanalina itilir.
Kumulus hucre kompleksinin hareketi, tuba uterinanin yuzey epitelindeki
hacrelerin hareketli silyalari ile de desteklenir ve ovumun peritoneal kaviteye
girmesi engellenir’®. Ovum, fertilizasyonun gerceklesecedi ampulla bdlgesine
ulasir. Fertilizasyon 24 saat iginde gerceklesmezse sekonder oosit dejenere

olur'.

2.1.1.5. Korpus Luteum

Ovulasyon sirasinda atilan ovumun ardindan geride kalan grantloza ve
teka htcrelerinden olusan folikil duvari katlantili bir hal alir ve korpus luteuma
(luteal bez) dénusir. ilk olarak, teka interna tabakasindaki kapillerlerden
folikiler lGmene dogru meydana gelen kanama korpus hemorajikum adl bir
pihti yumaginin olusmasina yol acar. Daha sonra stromal bag dokusu folikuler
kaviteyi kusatir'®. Béylece graniiloza hiicreleri kapillerler tarafindan sarilmis
hale gelir ve hem granuloza hem de teka interna tabakasinin hicreleri LH etkisi

altinda histolojik ve fonksiyonel degisiklikler gecirerek, ostrojenlere ek olarak



asirt miktarda progesteron Uretmekle gorevli hucreler olarak ozellesirler™.
Progesteron Uretimi korpus luteumun temel fonksiyonu olup, hamileligin gelisimi
ve surdurdlmesinde buyudk rol oynar. Bu yuzden kadinlarda ve hamile
hayvanlarda ortaya c¢ikan luteal bir bozukluk, embriyo implantasyonlarinda
basarisizlik ve diisik ile iligkilendirilir®.

Granuloza hucreleri ve teka interna tabakasindaki hicrelerin graniloza
lutein ve teka lutein hicrelerine donustugu bu slre¢ luteinizasyon olarak
adlandirilir'®, Graniiloza lutein hiicreleri hacimce genislemis halde olup
kazandiklari lipid damlaciklarindan dolayr daha acgik renklidirler'®. Yaklasik
20-35 pum ¢apa sahip bu hucreler FSH ve LH uyarisina yanit olarak 6strojen ve
progesteron salgilarlar'®%*.

Teka lutein hicreleri ise granlloza lutein hilcrelerinden daha kaguk
boyutlarda, yaklasik 15 pm capa sahip koyu boyanan hiicrelerdir’®®°. LH
uyarisina yanit olarak progesteron ve androstenedion iretirler®.

Eger fertilizasyon ve implantasyon gergeklesmemisse korpus luteum
gerileme evresine girer, steroid Uretimi durur ve hucreler apoptozise ugrar.
Korpus luteum dejenerasyonundan sonra, kandaki steroid konsantrasyonlari
azalir ve bunun sonucunda FSH salinimi tekrar artar, diger bir grup folikilin
gelisimini uyarir ve yeni menstrual siklusun baslamasini saglar. Dejenere olan

korpus luteumun yerine bir skar doku olan korpus albikans olusur'®°.

2.1.1.6. Atretik Folikdiller

Ovaryan folikullerin codu atrezi adi verilen dejeneratif bir sirece girer. Bu
surecte folikGler hicrelerin ve oositin 6lumU ve fagositik hucrelerce yikimi
gergekle§ir19. Folikller atrezi, memeli over gelisimi boyunca meydana gelen
onemli bir streg¢ olup, programlanmis hacre dlumuandn bir formu olan apoptoz ile
graniiloza hiicrelerinin 8limini kapsar®. Birgok folikiil fotal gelisim, erken
postnatal yasam ve puberte slresince atreziye ugrar. Puberteden sonra, her
menstrual siklus boyunca folikuller gruplar halinde olgunlasma sulrecine girerler;
bunlardan sadece bir tanesi maturasyonunu tamamlar'®.

Primordiyal, kiguk ve geligen foliklllerin atrezisinde immatir oosit

kUgulir ve dejenere olurken; granuloza hucrelerinde de benzer degisiklikler



meydana gelir'®. Atretik primordiyal folikilllerde oosit icerisinde vakuol yapilari
ve sekonder lizozomlar gézlenir®®. Kiicik folikilllerin atrezisi sonucu over
stromasinda meydana gelen bosluk, stroma hucrelerinin o bolgeye gogu ile
doldurulur'®,

Blylmekte olan genis folikillerde ise atreziye bagl degisiklikler ilk olarak
grantiloza hiicrelerinde gézlenir. Bu hicreler ¢cekirdekte kromatin marjinasyonu,
sitoplazmik ¢ikintilarin olusumu ve sitoplazmik vakuolizasyon gibi degisiklikler
gosterirler. Bir diger 6nemli degisiklik ise oosit ve etrafindaki granuloza hicreleri
arasindaki fokal baglantilarin yok olmasidir®. Graniiloza hiicre tabakasi nétrofil
ve makrofajlar tarafindan kusatilir ve granuloza hucreleri antrum icerisine
dokular. Teka interna hicrelerinin hipertrofisi gergeklegir18.

Oositte meydana gelen degisiklikler ise organellerin sitoplazma boyunca
dagilimi, mikrovilluslarin yok olmasi ve oosit segmentasyonunu kapsar®. Teka
interna tabakasi ile granuloza hucreleri arasindaki bazal membran hucrelerden
ayrilir, kalinhg1 artar ve dalgali yapida hyalin bir membran olan glassy
membrani olusturur. Bu yapi atrezinin ge¢ donemindeki foliklllere 6zgudur.
Gelisimin ileri donemlerindeki folikullerin atrezisi sonucunda over stromasinda

korpus atretikum adli yapi olusur'®.

2.1.1.7. insterstisyel Hiicreler

interstisyel hiicreler folikiil gelisimi ve hormon sekresyonunun énemli bir
parcasi olup, atreziye ugrayan foliklllerin teka interna tabakasindan koken
alirlar’®. Zengin lipid igerigi ile karakterize genis captaki bu hiicreler atrezi
artisina paralel olarak ovaryan stromada artig gt')sterirler36. Bol miktarda,
agranuler endoplazmik retikilim sisternalan ve tlbuler tipte kristalara sahip
mitokondriyonlar igermeleri yonunden steroid salgilayan hucrelere benzerlik
gosterirler. Bunun yaninda, kuguk vezikuller ile karakterize az sayida Golgi
kompleksi icerirler®’. interstisyel hiicreler insanda éstrojen (iretiminin énemli bir

kaynagiyken, diger tiirlerde progesteron iretiminden sorumludurlar®*23,
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2.2. Sicanlarda Over Geligimi

Siganlarda gebeligin 10.5 guininde gonadal gikintilar belirmeye baslar.
Diside ve erkekte ayni yapidan koken alan gonadlar, mezonefrozun
ventrolateral yilizeyindeki kolomik epitelin bir kabarintisi olarak yiikselirler®”.
Yolk kesesi duvari endoderminden gelisen germ hicreleri goé¢ ederek gonadal
cikintilara ulagirlar. Bu sure¢ yaklasik olarak prenatal 11. gune denk gelir.
Gonadal cikintilara ulasan germ hucreleri ¢ok hizli mitotik bélinmeler gegirirler
ve postnatal 18.5 giinde sayilar yaklasik 75.000 civarindadir®®. Gonadal
cikintilara ulagsmadan once, 9.gunde primordiyal germ hucreleri pasif transfer ile
son bagirsagin endodermal epiteline gelirler. Gebeligin 10-12. gunleri arasinda
ameboid hareketler ile dorsal mezenter boyunca hareket ederler ve gelismekte
olan gonadlar icerisindeki kalici yerlerine ulasirlar®. Elektron mikroskobik olarak
incelendiginde primordiyal germ hucrelerinin genig, sferikal bir gekirdek ve
icerisinde 1-2 gekirdekgige sahip oldugu gézlenmistir. Sitoplazmada iyi gelismis
Golgi kompleksi, sferikal sekilli mitokondriyonlar, graniler endoplazmik
retikulum sisternalari, membranlanla c¢evrili grantller, polizomlar ve ortull
vezikiillerin oldugu belirtilmistir®®.

Ovaryum ve oositlerin histolojik yapilarinin  gbzlenmesi ancak
oogonyumlarin mitotik aktivitelerinin sona ermesi ile mimkuinddr. Bu da oosit ve
somatik hacrelerin foliklllerde organize oldugu zamana esdegerdir. Siganlarda
bu sire¢ postnatal 18. gline denk gelir. Germ hicreleri mitoz béllinme slreci
sona erip mayoz boélinme evresine girdiklerinde oositlere farklanirlar. Mayoz
bolinme leptoten, zigoten ve pakiten safhalariyla devam eder fakat diploten
evresinde durur®,

Gelismekte olan overde germ hicreleri ve (kélomik epitelin prolifere
olmasiyla ortaya ¢ikan) epitelyal hlcreler ovigeroz kordonlar adi verilen
epitelyal yapilara organize olurlar. Ovigeroz kordonlar over yuzey epiteli ile
devam eder ve ince bir bazal lamina ile sarilmistir. Dis kisimda ise mezensgimal
hicreler ile cevrilidirler. Farklanmakta olan over béylece, ovigeroz kordonlar ve
interstisyel doku olmak Uizere iki ayri bélge olarak organize olur®’.

Embriyonik overde mayoz bdélinme sonucu meydana gelen oositler

birbirlerine yapisik kiimeler halinde ve somatik hucrelerle cevrilmis olarak

11



gOzlenirler. Folikil olugsum sureci bu oosit kimelerinin dagilmasi ile gergeklesir.
Bu slrecgte bircok oosit apoptotik hlicre 6limulyle ortadan kalkar. Somatik
hicreler oosit kimelerinin igine go¢ eder ve hayatta kalan oositlerin arasinda
dagihm gosterirler. Boylece bir oosit ve onu cevreleyen tek sira halindeki
pregranuloza hucreleri ve onlarin da etrafini saran bazal lamina ile primordiyal
folikiiller olusur?®. Postnatal 2. giinden sonra overde her biri az miktarda yassi
pregranuloza hucresi ile gevrili 27.000 civarinda oosit bulunur®®,

Daha sonra, 1. mayoz bdélinmenin profaz evresinde dinlenme halinde
beklemekte olan oosit ve onu saran yassi pregraniloza hiicrelerinden olusan
primordiyal  folikGller, primordiyal-primer  folikil  transizyonuna  ugrar.
Folikllogenez, blyumekte olan folikdller, atrezi, apoptoz veya ovulasyona

ugrayana kadar siirer®’.

2.3. Siganlarda Ostrus Siklus

Disi siganlar spontan gelisen ovulasyon periyoduna sahiptirler. Yasa ve
turlere bagh olarak duzenli ve basarili bir 6strus siklus gdsterirler. Bu sikluslar
ayni zamanda isik, mevsimler ve yasam sartlarindan da etkilenir®®*°.

Ostrus siklus overlerde, uterusta ve vajinada meydana gelen birtakim
yapisal degisikliklerle karakterizedir®®. Disi siganlarda bu iireme periyodu
prodstrus, 6strus, metdstrus (didstrus |) ve didstrus (diéstrus Il) olmak Gzere 4
evreden olusur®'. Ovulasyon proostrusun baslangicindan &strus evresinin
sonuna kadar devam eder. Seksuel olgunlugun baslangicindan 12 aylik olana
kadar gegen surecte disi siganlarin %60-70’inde siklus uzunlugu 4-5 gunddr.
Bazi siganlar ise daha uzun, diizenli veya diizensiz sikluslara sahiptirler*'.

Ostrus siklus boyunca prolaktin, LH ve FSH disiik seviyelerdedir ve
prodstrus fazinin 6gleden sonrasinda artis gosterirler. Ostradiol seviyeleri
metostrus evresinde artmaya baslar, proostrus boyunca en Ust seviyeye ulagir
ve Ostrus fazinda eski haline déner. Progesteron salinimi da metdstrus boyunca
artar ve diodstrus fazinda azalmaya baslar. Prodstrusun sonunda progesteron
degerleri ikinci pik degerine ulasmak Uzere yiikselir*?. Sicanlarda dstrus siklus
vajinal yaymalardaki farkl hicre tiplerinin varhgi ile siniflandirilir ve 6strus siklus

boyunca vajinal epitelde gozlenen yapisal degisiklikler dstrojen ve progesteron
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ile uyarihir®,

Disi sicanlarda pubertenin baslangici, 4. haftadan sonra LH saliniminin
baglatilmasini takiben gerceklesen birtakim olaylar zinciriyle sonuglanir. Bu
suregten 6nce Ureme sistemleri inaktiftir. LH salinimindaki bu degisiklik ilk
prodstrus evresinden 8-9 giin 6nce baslar ve bu dénem andstrus olarak kabul
edilir. Daha sonra ilk prodstrus, 0strus, metostrus ve didstrus periyodlari devam
eder®®. Ovulasyon ile sonuglanan &strus siklusu 4-5 glin strmektedir**. Bu
surecin 12-14 saati prodstrus, 25-27 saati dstrus, 6-8 saati metdstrus ve 55-57
saati didstrus evrelerini kapsar*®. 1 yil sonra ise siganlarda progesteron
sekresyonunun uzamasi nedeniyle Ostrus ve didstrus surelerinin uzamasini
takiben siklus uzunluklari artar®®. Uzamis olan siklus periyodu 4 ginliik strus
siklus slrecine benzer fakat LH ve &strojen sekresyonu, luteolizis ve uterus
degisiklikleri 24 saat gecikmeli olarak gerceklesir. Ostrus siklusun 3. giiniinde
meydana gelen LH salinimi &strojen sekresyonu icin gereklidir. Ostrojen
sekresyonu LH’in pik yaptigi ana kadar devam eder ve 4. glin 14. saat civarinda
meydana gelen LH piki ile ovulasyon gergeklesir*.

Prodstrus boyunca Ostrojen seviyeleri artar ve folikiller daha hizli
blylme gdsterir. Ovulasyon LH dalgalanmasindan 10-12 saat sonra Ostrus
fazinin gecesi boyunca gergeklesir®®. Ostrus fazinda genellikle 10-20 ovum
ovule olur. Metdstrus fazinda kuguk folikiller ve sadece kisa bir slreligine
progesteron salinimi gergeklestiren ¢ok sayida korpus luteum gdézlenir. Dibstrus
fazinda ise kuguk folikuller mevcut olup, bir 6nceki ovulasyon surecinden kalma

genis korpus luteumlar gozlenir*.

2.4. Polikistik Over Sendromu

Polikistik Over Sendromu (PKOS) ureme donemindeki kadinlarda
hiperandrojenizm ve ovulatuvar disfonksiyon ile karakterize c¢ok kokenli
endokrin bir bozukluktur®®. Modern tip literatirinde PKOS ilk olarak 1935'te
Stein ve Leventhal tarafindan rapor edilmistir. Bu rapora gére 7 kadin hastada
amenore, hirgutizm ve ¢ok sayida kist iceren geniglemis overler tanimlanmistir.
Gunumuzde ise, kadinlari yasamlari boyunca etkileyen yaygin bir hastalik

olarak bilinmektedir®.
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PKOS’na sahip hastalar ile yapilan kromozomal g¢alismalarda herhangi
bir anormallik gozlenmezken, hastalarin aileleri ile yapilan genetik ¢alismalarda
etkilenme oraninin yiksek oldugu saptanmistir. Bu etkiienme hem X'e bagl
hem de otozomal dominant kalitim yonundedir. Buna ek olarak, paternal
metabolik sendrom ve addlesan PKOS arasindaki baglantiya isaret eden
calismalar da mevcuttur. Bunun yaninda, PKOS’nun kalitsal kokeninde rol alan
genetik faktorleri tanimlamak amaciyla androjen sentezinden sorumlu enzimleri
kodlayan veya insllin sinyalizasyonunda rol oynayan protein donusturtculer
analiz edilmigtir. Buna ragmen genetik polimorfizmler veya mutasyonlarin
PKOS’nun patogenezindeki rolleri hala incelenmekte olup daha fazla arastirma
gerektirmektedir*’.

PKOS’nun tani kriterleri; “National Institues of Health (NIH)”, “European
Society for Human Reproduction and Embryology (ESHRE/ Rotterdam)”,
“‘Androgen Excess and PCOS Society” olmak uUzere 3 kurulug tarafindan
yapllmlgtlrz. Bunlardan Rotterdam kriterleri uluslararasi kabul gérmekle birlikte
daha ileri arastirmalara ihtiya¢ vardir. Rotterdam kriterlerine gére PKOS’nun;
oligomenore/amenore, klinik veya biyokimyasal hiperandrojenizm ve
ultrasonografik polikistik overlerin varligi olmak uzere 3 temel tanimlayici kriteri
vardir*®. Buna ragmen bireyler arasi c¢esgitli varyasyonlar gozlenebilmektedir.
Bunlar arasinda hirgutizm, insdlin direnci, hiperinstlinemi, metabolik sendrom,
artan diyabet riski (Tip 2 diyabet) ve kardiyovaskuler rahatsizliklar gibi metabolik
komplikasyonlar yaygindir?. Bunun yaninda; azalan yasam kalitesi, depresyon,
anksiyete gibi fizyolojik problemler de mevcuttur®®. Diizensiz ovulatuvar
fonksiyonun neden oldugu anovulatuvar infertilite ve hamilelikte gorulen dugsuk
riskleri de en dnemli klinik problemlerin basinda gelmektedir. Bu yuzden PKOS
endokrin, metabolik ve kardiyovaskiiler sagligi olumsuz etkileyen bir hastaliktir?.

PKOS ve beraberinde gozlenen tim bu sorunlarin kaynagini arastiracak
olursak, obezite; hiperandrojenizm, hirsutizm, infertilite ve hamilelik ile ilgili
sorunlari artirmaktadir. Klinik hiperandrojenizm ise baslica hirgutizm, akne
olusumu ve erkek tipi alopesiye neden olmaktadir*®. Genel olarak obezite ve
insulin direncinin artisiyla Tip 2 diyabet ve kardiyovaskuler rahatsizliklar arttigi

gibi, PKOS’na sahip hastalarda obezite, insulin direncini artirmakta, reproduktif
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ve metabolik bozukluklar siddetlendirmektedir. Ayrica PKOS’lu kadinlarda yine
Tip 2 diyabet, kardiyovaskuler rahatsizliklar ve bozulmusg glikoz toleransi riski
artmaktadir. Obezite orani yukseldikge PKOS’na yakalanma riski artacaktir. Bu
ylzden obezite tedavisi PKOS icin anahtar tedavi yéntemidir. Bu tedavi ile
birlikte instlin direnci ve beraberinde gbzlenen metabolik ve reprodiktif
bozukluklarda iyilesme gdézlenmektedir®.

PKOS’nda yaygin olan bir diger metabolik bozukluk ise dislipidemidir.
YUksek trigliserid ve dusik densitede lipoprotein kolesterol seviyeleri ile
karakterize olan dislipideminin nedeni multifaktériyeldir. Bunlardan insilin
direnci; lipoliz stimulasyonu, lipoprotein lipaz ve hepatik lipaz ekspresyonlarinda
etki gdsterek dislipidemi gelisiminde énemli rol oynar®.

Arastirmalara goére overde androjen hipersekresyonunun PKOS’nun
gelisiminde baglica etken oldugu belirtiimistir. insilin direnci gelisimine bagli
olarak asiri LH sekresyonunun meydana geldigi genetik olarak belirlenmis
olup®, yiikselen LH ve insiilinin sinerjik olarak androjen Uretimini artirdigi tespit
edilmistir®®. instilin direnci, hiperinsilinemiye yol acarak PKOS’nda anormal
androjen sekresyonunun baslatiimasina neden olur’®. Androjen (retimini
cogaltarak ve Sex Hormone Binding Globulin (SHBG)'i azaltma yoluyla serbest
androjen miktarini artirarak metabolik ve Ureme ile ilgili birtakim degisikliklere
yol acar*® ve bdylece ovaryan folikiil gelisimi zarar goriir*®. insiilin, LH ile birlikte
hareket ederek androjen Uretimini artirir ve LH’In reseptdrlerine baglanmasini
indlikler. Hiperinsllinemi, teka hiicrelerinde insiilin Benzeri Biyime Faktor(i 1
(IGF-1)i stimule eder. Bu durum androjenlerin LH dalgalanmasina bagli down
regulasyonunu bloke eder ve overde hiperandrojenik bir ¢evre olugsmasini
saglar®.

PKOS'nda meydana gelen klasik endokrin anormallikler olan LH
hipersekresyonu ve 6zellikle over kokenli olmak Uzere artan androjen
sekresyonuna bagl olarak; PKOS’lu kadinlarda ve ¢ogunlukla anovulatuvar
olanlarda granlloza hlcre fonksiyonu anormaldir ve bu hastaliga sahip
kadinlarda mevcut olan overler hacimce geniglemis olup, genellikle korteksin
periferal kisminda yerlesim goOsteren, kalinlasmis merkezi stroma yapisina

sahip ¢cok sayida kuguk antral foliktller (2-9 mm) igerirler. Rotterdam kriterlerine
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gore bu polikistik over yapisi; her overde sayica 12'den fazla folikil ve 10ml’'nin
(istindeki ovaryan hacim seklinde tanimlanmistir®'. Folikiiller, normal over
yapisindaki folikillere gore daha heterojendéz olmakla birlikte, hem 6&stradiol
hem de progesteron hipersekresyonunu gergeklestiren 6nemli  bir
subpopulasyon icermektedirler. Bu folikuller zamanindan 6nce LH’a duyarli hale
gelirler. Folikillerin LHa kargi bu sekilde erken cevap olusturmasinda
hiperinstilineminin biyiik dnemi vardir®.

Gelismekte olan preantral ve erken antral folikil formasyonu ise normal
overlerdeki foliklller ile histolojik olarak benzerdir. Fakat mid-antral evreden
sonra folikll gelisimi normal olarak izlenmez, folikil bUyumesi durur ve
dejeneratif degisiklikler gosterir. Folikiler sivi artisi ve beraberinde antrum
yayllimi gergeklesir. Folikil buyudikge granuloza hicre tabakasi hucreleri
apoptoza gider ve artan bigimde atretik yapi sergiler. Sonunda folikal duvari
nerdeyse granlloza hicrelerinden yoksun hale gelir; ince duvarli bir kist yapisi
olusur®'.

PKOS’nun folikil gelisimi Gzerine etkilerine bakildiginda; 1982’de yapilan
histolojik bir galismada overlerdeki polikistik gorunumun, g¢aplari 10 mm’den
kiguk, buyumekte olan foliklllerin overde sayica artmasindan kaynaklandigi
rapor edilmistir®®. Ultrasonografik yaklasimlara goére, folikiil birikimi yaninda,
ovaryan hacmin ve ovaryan alanin genislemesi polikistik over sendromunda
6nemli belirtecler olarak gdsteriimektedir. Yapilan histopatolojik ¢alismalar, hem
ovaryan hacim hem de ovaryan alanin artmasinin, ovaryan hipertrofi ve folikdl
birikiminin bir sonucu oldugunu dogrulamistir®.

Yapilan bir c¢alismada primer evreden baglayarak tim gelisim
asamasindaki folikullerin sayica arttigi tespit edilmistir’*. Baska bir calismada
ise tum preantral folikillerin densitesinde artis gozlenmis ve polikistik yapidaki
overlerde primer folikul densitesinin arttigi kabul edilmistir’®. Bir diger calismada
ise; PKOS’na sahip anovulatuvar ve ovulatuvar over dokulari normal overler ile
kargilastirildiginda, PKOS’lu overlerde primordiyal folikil oraninin azaldidi,
buayumekte olan folikil oraninin ise arttigi tespit edilmistir. Ayrica polikistik
yapidaki overlerde bulunan preantral folikillerin atreziye maruz kalma

oranlarinin normal overlerdeki foliklllere gére daha az oldugu (daha uzun sure
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yasayabildikleri) gdzlenmistir®.

Bazi kaynaklarda PKOS’lu kadinlarda serum FSH seviyeleri
azaldigindan; yetersiz FSH stimllasyonu da basarisiz folikil maturasyonunun
bir nedeni olarak gésterilitken®’, bazi kaynaklarda ise serum FSH
konsantrasyonlarinin normal bir duzen iginde olmakla birlikte folikal
maturasyonunu gergeklestirmek icin diguk oldugu rapor edilmistir.

PKOS’lu anovulatuvar kadinlarda gorulen yuksek oOstradiol seviyeleri,
FSHIn normal feedback mekanizmasini degistirmesine ve bdylece genis antral
folikullerde disfonksiyonel ve duraklamis maturasyon gercgeklestirmesine yol
acar. Bu ylzden anti-Ostrojenler veya ekzojen FSH kullanimi ile FSH seviyeleri
artirimakta ve bu durum ¢ogunlukla ovulasyon ile sonuclanmaktadir’.

Endokrin  cevreyi iyilestrmenin ve  basarih  bir  ovulasyon
gerceklestirmenin bir diger yolu da kilo kaybina bagh olarak hiperinsulinemiyi
azaltmaktir. PKOS’na sahip kadinlara uygulanacak diger terapotik yaklagimlara
bakildiginda ise; diyet ve yasam tarzi dedgisiklikleri, menstrual dizenlenme
baglica tedavi yéntemlerindendir%. Bunun yaninda egzersiz, fiziksel aktivite, ilag
tedavileri ve ameliyat prosedurleri de PKOS tedavisi kapsaminda onerilen
ydntemlerdir. ilag tedavisi olarak metformin, glitazon, spironolakton, éstrojen ve

klomifen sitrat kullanimi dnerilmektedir®’.
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2.5. D Vitamini

D vitamini, kemik mineralizasyonunun ydrGtilmesi, kalsiyum ve fosfor
homeostazisinin siirdiiriiimesinde énemli role sahip steroid bir hormondur®. D
vitamininin yaklasik %80-90’1 deride, gines isi1gina maruz kalma yoluyla uretilir.
Vucuttaki toplam D vitamininin az bir miktari da diyet veya tamamlayici gidalarla
temin edilir*®. D vitamininin biyolojik aktivasyonlari D vitamini reseptorleri (VDR)
aracihgiyla yénetilir59. D vitamini reseptorleri yaklasik 2776 genomik pozisyonda
eksprese olmaktadir ve 30’dan fazla farkli dokuda 229 genin ekspresyonunu
modile etmektedir. Bu dokular iskelet, beyin, meme, pankreas, paratiroid
bezler, immiin hiicreler, kardiyomiyositler®® yaninda overler (6zellikle graniiloza
hdcreleri), uterus, plasenta ve testis gibi bircok Ureme organlarini da
kapsamaktadir®. Bu yiizden D vitamini miktarinda meydana gelebilecek
herhangi bir eksiklik; glukoz homeostazisi, kardiyovaskuler rahatsizliklar,
kanser, otoimmiin hastaliklar ve fizyolojik bozukluklara neden olabilecegi gibi®®,
disi Ureme sistemi fizyolojisi Uzerinde de ¢ok gesitli etkilere yol acabilir®.

D vitamini eksikligi, reme donemindeki kadinlar arasinda oldukga yaygin
olup hayat tarzinda meydana gelen degdisimler, gunese daha az maruz kalma
ve obeziteden kaynaklanir®. “Endocrin Society of North America”
rehberligindeki guncel bilgilere gore D vitamini eksikligi 20 ng/mL’nin altindaki
25 OH-D seviyeleri igin tanimlanmistir’®.

D vitamini ve kadin fertilitesi Uzerine simdiye kadar yapilan birgok
calismada in vitro fertilizasyon (IVF), PKOS, endometriyozis ve fertilite ile ilgili
birtakim saglik sorunlari arastiriimigtir. D vitamininin IVF Uzerindeki potansiyel
roll incelendiginde; IVF tedavisi gbren kadinlarda hamilelik oranlarinin, D
vitamini eksikligi olanlarda olmayanlara gére daha duslik oldugu tespit
edilmigtir. Endometriyozisle iligkisine bakildiginda ise yuksek D vitamini aliminin
duguk endometriyozis riski ile iligkilendirilebilecedi ve endometriyozisle ilgili
cesitli risk faktorleri icin 6Gnemli bir tedavi kaynagi olabilecegi saptanmistir®®.

D vitamini ile PKOS’ndaki ovulatuvar disfonksiyonlar arasindaki iliskiye
bakildiginda;  yapilan  galigmalarda, saglikli  kontrol  gruplar ile
kargilagtirildiginda PKOS’lu hastalarda D vitamini eksikligi oldugunu

gOstermigtir. Bir diger bulgu ise D vitamini eksikliginin, insilin direnci, obezite ve
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metabolik sendrom gibi PKOS’nda siklikla g6zlenen ve ovulatuvar disfonksiyon
ile iligkili bozukluklarda etken faktor oldugu yénijndedirsg. Birgok calisma serum
250H-D degerleri ile insulin direnci, obezite ve serbest androjen degerleri
arasinda zit bir iligski oldugunu gdstermistir. D vitamini desteginin insulin
direncini tedavi ettigi ve serum androjen seviyelerini azalttigi gozlenmistir.
Bunun yaninda, obez adodlesanlarda D vitamini takviyesinin insulin direncini

belirgin dl¢ude tedavi ettigi tespit edilmistir®.

IVF

“Yeterh miktards D vitamind:
WFte ohumiu sonwslar dogunur
-D vitarmininin sndometriyum
Gzerinde «tkisi oidhgmen gictenir

Endometriyozis PKO5
~Fazla miktarda D vitamini ahm -Dvitamininin reprodiktifve
kadiniar igin koruyoudur metabalik z3glik Gzerine
- witamiini tadawisi rat modeleninds yararh etkileri vardir
worunyisoy etiiler mEeteric / \
D Vitamini
- - \ _,/J Primer Dismenore
Uterin Leyomiyoma
-Azalan agrn

-Didsik O vitamini seviyeleri
ile iliskilendirilir

Ve
-Azalan analjetik kullamm

Over Rezervi
“fuksek D vitamini seviyeleri
artan over rezervi ile
iliskilendirilir

Sekil 1. D vitamininin kadin fertilitesi Gzerine etkileri®®.
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D vitamininin insdlin direnci Uzerine tedavi edici etkisini glikoz
metabolizmasi aracihgiyla gosterdigi dusunulmustur. Bunu da insulin sentezi ve
salinimini ve insilin reseptdr ekspresyonunu artirarak veya insilin direncinin
gelisiminde rol oynayan proenflamatuvar sitokinlerin supresyonunu saglayarak
yaptigi belirtimektedir. Reprodiktif olarak, insulin direnci ovaryan androjen
dretimini artirarak ve SHBG’i azaltarak hiperandrojenizm gelisimine yol
acgmaktadir. Metabolik olarak ise insulin direnci; bozulmus glikoz toleransi, tip 2
diyabet ve kardiyovaskuler rahatsizliklarin olusma riskinde artma ile
iligkilendirilir. Tip 2 diyabet riski insilin direncine bagli olarak arttigindan, PKOS
ile tip 2 diyabet arasinda ortak baglanti olabilecegdi dusunulmustir. PKOS’lu
kadinlar genel olarak insulin direnci ve metabolik bozukluklar ile kargilasmakta
ve bu bozukluklar D vitamini metabolizmasi ile iligkili oIabiIecegindenm, D
vitamininin  PKOS  gelisiminde  anahtar rol oynuyor olabilecegi
diistiniilmektedir®®. D vitamini glikoz ve insiilin metabolizmasini etkilemektedir
ve dusuk D vitamini seviyeleri, bozulmus glikoz toleransi, insulin direnci ve tip 2
diyabet igcin &énemli bir risk faktéri olusturmaktadir. Duslik D vitamini
konsantrasyonlari serum paratiroid hormon (PTH) konsantrasyonlarinda artisa
yol acmakta ve PTH’daki artis glikoz metabolizmasinda degisikliklere neden
olmakta ve insulin sensitivitesini azaltmaktadir. Dolayisiyla D vitamininin,
hiicrelerde glikoz transportunu gerceklestirmek amaciyla insiline cevap
yetenedini artirmak igin insilin reseptdr ekspresyonunu artirmakta oldugu
dusiinilmektedir®’. insiilin direnci ile benzer olarak, yapilan birgok calisma
serum 25(OH)D konsantrasyonlarinin vucut kitle endeksi (BMI) ve vicut yag
orani ile de negatif bir iligki igerisinde oldugunu gostermistir. Buna ek olarak; D
vitamini  yetersizligi sonucu olusan intraselliler kalsiyum seviyesi
degisikliklerinin  PKOS’'unda ovulatuvar disfonksiyona ve reproduktif

anormalliklere yol acabilecegi diistiniimiistiir®?.
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Sekil 2. D vitamini eksikligi ve PKOS patogenezindeki rolii®.

D vitamininin folikiler gelisim Uzerine etkilerine bakildiginda ise
granuloza hicre luteinizasyonunu artirdigi tespit edilmigtir. Bu sayede
progesteron iretimi artacak ve daha iyi bir endometriyal cevre saglanacaktir®®.

insan graniloza lutein hiicrelerinde D vitamini AMHRII ve FSHR gen
ekspresyonlarini azaltmaktadir. Kadinlarda geg folikuler fazda, folikil segilimini
takiben folikil FSH'a daha az LH’a ise daha fazla bagimli hale gelir ve son
olarak maturasyon ve ovulasyon islemi gergeklesir. D vitamininin bunu hem
AMHRII ve hem de FSHR’nin dizenlenmesinde gérev alan ortak mekanistik
yolaklari degistirerek yaptigi diistinilmustir®.

D vitamini ile over rezervi arasindaki iligkiye bakildiginda serumda D
vitamini ile AMH arasinda pozitif bir korelasyon oldugu saptanmigtir. Ayrica D
vitamini desteginin serum AMH degerlerindeki mevsimsel degisiklikleri onledigi
tespit edilmis ve bunun Uzerine yetigkinlerde AMH Gretiminin D vitamini
tarafindan duzenleniyor olabilecegi sonucuna variimistir®®.

Kadin fertilitesi yaninda D vitaminin erkek Ureme sistemi Uzerindeki
mevcut etkileri birgok calisma ile kanitlanmigtir. D vitamini erkeklerde
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spermatogenezis, semen Kkalitesi ve testikllopatilerin yani sira erkek
hipogonadizmi ile iliskilendirilebilmektedir®. D vitamininin erkek Ureme sistemi
uzerindeki roll birgok hayvan galismasi ile desteklenmis ve D vitamini eksikligi
ile subfertilite veya gonadal disfonksiyon arasinda bir iligki tespit edilmigstir.
Yapilan birgok c¢alismada D vitamini eksikligi gorulen siganlarin kontrol
gruplarina oranla azalmis fertilite gosterdikleri tespit edilmistir. Yine D vitamini
eksik erkek siganlarda ¢iftlesme basarisinda %55 oraninda azalma
g6zlenmistir. Bunun yaninda D vitamini eksikligi testikiler ve epididimal sperm
sayisinda azalma, Sertoli hicre fonksiyon bozuklugu, Leydig hucre sayisinda
azalma ve germinal epitelde dejeneratif degisiklikler ile iliskilendirilmistir’.
Yapilan insan caligmalarinda ise D vitamini eksikligi, spermatogenez, sperm
motilitesi, sperm sayisi ve yapisinda meydana gelen degisiklikler ve dusuk
testosteron konsantrasyonlari ile iligkilendirilmistir. Bunun yaninda D vitamini
tedavisinin total testosteron, biyoaktif testosteron ve serbest testosteron
konsantrasyonlarini belirgin élciide artirdigi tespit edilmistir”.

Simdiye kadar yapilan gerek hayvan gerekse insan calismalari D
vitamininin kadin ve erkek Ureme sisteminde birgok fonksiyonda yararl etkilere
sahip oldugunu kanitlamistir’. Bu sonuglar kadin ve erkek (reme
bozukluklarinin tedavisinde D vitamini desteginin etkili olabilecegi yonunde yeni

terapétik yaklasimlar ortaya koymaktadlrg.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Deney Hayvanlari ve Hayvan Bakimi

Sunulan g¢alisma, Cukurova Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Merkezi (DETAUM) kosullarinda yapilmistir. Deney surecindeki tim
igslemler ile kan ve doku orneklerinin alinigi etik kurul onayi ile veteriner hekim
kontrolinde gerceklestirilmigtir.

Deney kapsaminda 24 adet 21 gunlik sigan kullanildi. Bu amagla, deneye
baslanmadan 6nce agirliklari 200-250 gram olan Wistar albino tard, ergin 8 adet
disi ve 8 adet erkek sigan DETAUM biriminden temin edildi. Disi si¢canlar gebe
bulunma olasiliklarina karsi, 21 gun sure ile erkek sicanlardan izole edildi. Her
disi sigan bir kafese konuldu. Kafeslerin igine altlik olarak talas serildi ve her gln
talaslari degistirildi. Tim hayvanlara su ve besin ad libidum olarak verildi. Ortam
Isis1 22+2°C’ de sabit tutuldu. Havalandirma pencere tipi aspiratorle saglandi.
Aydinlik-karanlk dongusu otomatik denetleyici bir aygit yardimi ile 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlandi. Gebe olmadigi belirlenen disi
sigcanlarin erkek sicanlarla ciftlesmeleri saglanarak, sonrasinda vajinal plak
olusumu izlendi. Vajinal plak olusumu gozlenen disilerin yanindan erkek siganlar
alinarak disi siganlarin gebeligin 0. glininde olduklari kabul edildi. Gebe olan
disilerin, 21 gun sonunda dogum vyapmalar beklendi ve dogan vyavrular

cinsiyetlerine goére ayrildi.

3.2. Deneyin Yapiligi

Deney kapsamina alinan disi yavrular, anneleri ile ayni kafese
konuldu ve dogduklari gin 0. gin olarak kabul edilerek 21 gun boyunca
gunlik takipleri ve bakimlari ayni sartlarda yapildi. Bu sure sonunda

siganlar her biri 8 hayvandan olugan 3 gruba ayrildi:
1. Grupta yer alan yavrulara 28 glin boyunca her gin saat 10:00'da

subkutan 0,2 ml susam yagi+0,01 ml %95 ethanol karigimi enjekte

edilerek kontrol grubu olarak degerlendirildi.
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2. Gruptaki yavrulara 28 gin boyunca her giin saat 10:00'da 6mg/kg DHEA
(Sigma-Aldrich Co.) 0,2 ml susam yagdi+0,01 ml %95 ethanol iginde
¢ozdurulerek subkltan olarak enjekte edildi. Bu grup PKOS olusturulan
deney grubu olarak kabul edildi.

3. Gruptaki yavrulara 28 gtin boyunca her giin saat 10:00’da stibkutan
olarak 6mg/kg DHEA 0,2 ml susam yagi+0,01 ml %95 ethanol igcinde
¢cb6zdurllerek enjekte edilirken, haftada bir 120 ng/100gr 1,25(0OH)2D3
(Calcijex 2mcg/ml I.V. Ampul, Abbott) enjeksiyonu gerceklestirildi. Bu
gruptaki hayvanlar PKOS tedavi grubu olarak kabul edildi.

Tdm gruptaki sicanlarin her hafta 2 kez agirliklari olgllerek doz

degerlendiriimesi yapildi.

3.3. Kan Orneklerinin Alinisi

28. gin saat 10.00’da agirliklari 6lgtlen siganlara 10mg/kg Ksilazin
(Alfazyne %2, Atafen) ve 80 mg/kg Ketamin (Alfamine %10, Ege-Vet)
intraperitoneal olarak verilerek anestezi uygulandi. Hayvanlar sirtlstl
yatirildiktan sonra hormonal tetkikler i¢in enjektor yardimiyla intrakardiyak kan
alinarak tuplere konuldu. Kanlar 3000 devirde 20 dakika santriflj edilerek serum
ve plazma kisimlari ayrildi. Serum kismi ependorf tlplere alinarak
kullanilacaklari zamana kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Serum Ornekleri oda isisinda bekletilerek galisma periyoduna getirildi.
Serum Orneklerinde FSH, LH, Testosteron degerlerinin dlgimuinde “Epoch
Biotek (USA)” cihazi kullanildi. Serum FSH degerleri Double Antibody
Sandwich, serum LH ve Testosteron degerleri ise “Competitive Inhibition
Enzyme Immunoassay” teknigi kullanilarak Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali’nda analiz edildi.

3.4. Overlerin Eksizyonu

Kanlari alinan hayvanlarin abdominal kavitesi derin bir insizyon ile agildi.
Overler ince bir forseps yardimi ile tutularak eksize edildi. Her sicanin
overlerinden biri 1g1k mikroskobik degerlendirme igin %10’luk nétral formalin
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icerisine alinirken, diger over elektron mikroskobik inceleme igin pH’si 7,4 olan
%5’lik gluteraldehit igerisine konuldu.

3.5. Isik Mikroskobik Doku Hazirlama Yontemi
Isik mikroskobik incelemeler icin alinan doku ornekleri %10’luk notral
formalin icerisinde 3 gln boyunca tespit edildi ve Leica TP 1020 ototeknikon

cihazi ile Cizelge 1’de belirtilen doku takip yontemi uygulandi.

Cizelge 1. Isik mikroskobik doku takip islemi

Oda sicakliginda Formalin 30 dakika

Oda sicakliginda %70’lik etil alkol 1 saat

Oda sicakliginda %80’lik etil alkol 1 saat

Oda sicakliginda %90’lik etil alkol 1 saat 30 dakika
Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat 30 dakika
Oda sicakliginda Saf alkol+Ksilol 1 saat

Oda sicakliginda Ksilol 1 saat

Oda sicakliginda Ksilol 1 saat 30 dakika
60°C’de Parafin 1 saat

60°C’de Parafin 1 saat 30 dakika

Bloklanan dokulardan mikrotom yardimi ile 5 mikrometre kalinlhginda
kesitler alinarak Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyandi. Olimpus BX53 isik
mikroskobunda incelenerek histolojik Ozellikleri degerlendirildi ve resimleri
cekildi. Ayrica her bir over blogundan 50 mikronda bir, her bir hayvan igin 5
alandan alinan seri kesitlerde primer, sekonder, atretik ve kistik follikller ile
korpus luteum sayildi. Folikullerin gelisim asamasini belirleme kriterleri; primer
oosit ile etrafinda tek veya ¢ok tabakall granlloza hicrelerinden olusan folikuller
primer, primer oosit ve etrafindaki ¢ok kath graniloza hicreleri arasinda antrum
bosluklarinin goéruldugu foliklller sekonder, antrum gelisimini tamamlamis ve
oositin icine gédmulmus oldugu kumulus ooforus yapisi ile karakterize foliktller

ise tersiyer folikll olarak degerlendirildi.
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3.6. Elektron Mikroskobik Doku Hazirlama Yéntemi®

Elektron mikroskobik degerlendirme amaciyla alinan over dokulari disgi
mumu ile kapli petri kaplarinda 1mm?® blayUklUkte pargalara ayrilarak, Millonig
fosfat tamponu ile hazirlanmig %5’lik gluteraldehit solisyonunda 4 saat
boyunca tespit edildi. Dokular Millonig fosfat tamponu ile iki kez 10’ar dakika
yikandi ve ayni tampon igerisinde bir gece bekletildi. Ertesi giin dokular Millonig
fosfat tamponu ile hazirlanmis %1’lik osmium tetraoksit sollsyonu ile ikinci defa
tespit edildi ve yine fosfat tamponu ile iki kez yikandi. Dokular daha sonra
Cizelge 2'de belirtildigi gibi dehidrate edilerek, gdmme materyali igerisinde

immerse edildi.

Cizelge 2. Elektron mikroskobik doku takibinde dehidratasyon, seffaflandirma ve immersiyon

iglemi

%50’lik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%70’lik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%86’lik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%96'lik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%100’l0k etil alkol +4°C’de 15 dakika
%100’l0k etil alkol +4°C’de 15 dakika
%100°IUk etil alkol Oda sicakliginda 15 dakika
Propilen Oksit Oda sicakliginda 15 dakika
Propilen Oksit Oda sicakliginda 15 dakika
Propilen Oksit+ G&mme | Oda sicakliginda 30 dakika
materyali

Propilen Oksit+ Gdémme | Oda sicakhgdinda 30 dakika

materyali

Bu islemlerden sonra doku pargalari yeni hazirlanmigs gdmme materyali

olan resin (Cizelge 3) icerisinde bir gece boyunca rotatorda dénmeye birakildi.
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Cizelge 3. Gbmme materyalinin hazirlanigi

Araldite CY 212 20 ml
Sertlestirici HY 964 20 ml
Hizlandirici DY 064 0,6 ml
Plastiklestirici-Dibutil Fitalat 1 ml

Bir glin sonra doku pargalari taze hazirlanmis gémme materyali
kullanilarak Beem kapstullere gdmuldi ve 60°C etlivde 48 saat polimerize edildi.
Elde edilen bloklar daha sonra etlvden cikarilarak sogumaya birakildi.
Bloklardan Reichert Ultracut S ultramikrotomu ile yari ince kesitler alinarak
toluidin mavisi ile boyandi ve belirlenen alanlardan 500 A kesitler alindi. Kesitler
bakir gridlere dizildi ve % 70’lik alkolde doymus uranil asetat ve kursun sitrat
solusyonlari ile boyandi. Boyanan kesitler JEOL-JEM 1400 Transmisyon

Elektron Mikroskobu ile incelendi.

3.7. istatistiksel Analizler

Caligsma kapsamindaki 3 gruba ait vucut agirliklari, biyokimyasal analiz
sonuglari, overlerdeki primer, antral, tersiyer, atretik, kistik follikil ve korpus
luteum sayilarinin istatistiksel analizleri Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyoistatistik Anabilim Dal’'nda yapildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu test
edilmig olup, normal dagilim gostermeyen surekli degiskenlerin analizinde ise
Mann-Whitney U, Kruskall Wallis ve Friedman testleri kullanildi. Sonuglar
ortalamazstandart sapma, medyan (min-max), n ve ylzde olarak ifade edilerek

p degerinin <0,05 oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4.BULGULAR

4.1. Hayvan Agirliklari
Deney oéncesi ve sonrasinda tium hayvanlarin agirliklar dlgulerek
karsilastinldiginda her 3 grupta da vicut agirliklarinin anlamli olarak arttig

gb6zlendi (Cizelge 4).

Cizelge 4. Deneyin baslangici ve bitiminde kontrol ve deney grubundaki siganlarin agirlik (gr)
ortalamalari ve standart sapmalari.

Hayvan Agirhigi
Ort+SS P degeri
Medyan(min-max) (6nce ve sonra
Once Sonra karsilastirmasi)
Kontrol grubu 17,75+0,46 54,12+6,44 0,0001
(n=8) 18(17-18) 53,5(44-62)
PKOS grubu 27,254+2,43 48,12+7,73 0,0001
(n=8) 28(23-31) 49 (37-63)
Tedavi grubu 27,75+1,16 52,12+9,67 0,0001
(n=8) 28 (25-29) 51,5 (38-68)

*Kruskal Wallis Test, ** Mann Whitney U test

4.2. Biyokimyasal Analizler

Deney sonunda tum gruplardaki siganlardan alinan kan orneklerinde
Olcllen FSH, LH ve testosteron degerleri ve LH/FSH oranlar kargilastirildi.

Serum FSH medyan degerinin PKOS grubunda (med:8,4 min:7,8-
max:9,9) kontrol grubuna (med:7,2 min:5,8 max:8,8) goére anlamli olarak arttigi
(p=0,031), tedavi grubunda (med:7,4 min:6,3 max: 8,4) ise PKOS grubuna gére
dustugu ve aralarindaki farkin anlamli oldugu saptanmis olup (p=0,004); tedavi
grubu ile kontrol grubu medyan degeri arasinda ise istatistiksel olarak fark
olmadidi (p=0,958) ve tedavi sonunda elde edilen degerin kontrol grubu
degerine yaklastigi goérulda (Sekil 3).

Serum LH medyan degerinin PKOS grubunda (med:60,3 min:43
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max:110,8) kontrol grubuna goére (med:6,7 min:3,7 max:9,9) anlamh olarak
arttigi (p=0,001), tedavi grubunda (med:43,3 min:23,4 max:60,0) ise PKOS
grubuna goére dustigu ve aralarindaki farkin anlamli oldugu saptandi (p=0,021).
Ayrica tedavi sonunda elde edilen deger ile kontrol grubu medyan degeri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu (p=0,001) gézlendi (Sekil 4).

Serum testosteron medyan degerinin PKOS grubunda (med:13,5 min:2,4
max:25,6) kontrol grubuna gére (med:0,5 min:0,4 max:0,9) anlamli olarak arttigi
(p=0,001), tedavi grubunda (med:4,4 min:2,4 max:9,7) ise PKOS grubuna goére
dustugu ve aralarindaki farkin anlamh oldugu saptandi (p=0,010). Kontrol grubu
ile tedavi grubu medyan degeri arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu (p=0,001) gozlendi (Sekil 5).

Serum LH/FSH medyan degerinin PKOS grubunda (medyan:7,1 min:5
max:11,6) kontrol grubuna (medyan:0,9 min:0,5 max:1,5) gbére anlamli olarak
arttig1 saptandi (p=0,001). Tedavi grubunda ise LH/FSH medyan degerinin
(medyan:5,7 min:2,8 max:8,5) PKOS grubuna goére azaldigi fakat bu farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadidi (p=0.248) saptanmis olup; tedavi grubu ile
kontrol grubu medyan degeri arasinda hala anlamli bir fark oldugu (p=0,001)
gbzlendi (Sekil 6).
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Cizelge 5. Gruplara gore FSH, LH, LH/FSH ve testosteron dagilimlari.

Ort+SS
Medyan(min-max)

FSH LH LH/ FSH Testosteron
Kontrol grubu 7.26+1,05 6,78+3.01 0,94+0 41 0.61+0.17
(n=8) 7,25(5,8-8,8) | 6,75(3,7-9,9) | 0,9(0,5-1,5) | 0,56(0,47-0,98)
PKOS grubu 8.61+0,78 | 67,21+23.93 | 7,75+2,49
13,7449 51
(n=8) 8,45(7,8-9,9) 60,3(43- 7,1(5-11,6)
13,55(2,43-25,6)
110,8)
Tedavi grubu 7,39+0,66 42,33+12,26 5,84+1,96 4,96+2,52
(n=8) 7,4(6,3-8,4) | 43,3(23,4-60) | 5,7(2,8-8,5) | 4,45(2,40-9,70)
P degeri
3 grup
0,014 0,0001 0,0001 0,0001
karsilastirmasi *
PKOS - Tedavi** 0,004 0,021 0,248 0,010
PKOS - Kontrol™ 0,031 0,001 0,001 0,001
Kontrol - Tedavi™ 0,958 0,001 0,001 0,001

*Kruskal Wallis Test, ** Mann Whitney U test
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Sekil 4. Gruplara ait serum LH degerleri.
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Sekil 6. Gruplara ait serum LH/FSH degerleri.
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4.3. Isik Mikroskobik Bulgular

Folikil sayimi sonucu, primer ve sekonder folikul sayilarinin kontrol,
PKOS ve tedavi gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gOstermedigi saptandi. Tersiyer foliklil sayisi medyan dederinin ise PKOS
grubunda (med:0,5 min:0 max:0,2) kontrol grubuna (med:0,6 min:0 max:1) gbére
anlamli olarak azaldigi (p=0,008); tedavi uygulanan grupta (med:0,5 min:0
max:1,6) ise PKOS grubuna gore arttigi ve aralarinda anlaml fark oldugu
g6zlendi (p=0,030). Atretik folikil sayisi medyan degerinin PKOS grubunda
(med:10,7 min:7,2 max:12,8) kontrol grubuna (med:4,7 min:3,6 max:5,8) gére
anlamli olarak arttigi (p=0,001), tedavi grubunda (med:4,8 min:3,6 max:6,4) ise
PKOS grubuna gore azaldigi ve kontrol grubuna yakin bir degere ulastigi
go6zlendi. Kistik folikul sayist medyan degerinin PKOS grubunda (med:1,6 min:1
max:2,8) kontrol grubuna gbére anlamli derecede artis gdsterdigi, tedavi
uygulanan grupta (med:0,4 min:0 max:1) ise PKOS grubuna goére anlamli
derecede azalmakla birlikte (p=0,001) kontrol grubuna gore hala yiksek oldugu
g6zlendi. Korpus luteum sayisinda da gruplar arasinda anlamli bir fark

gb6zlenmedi (Cizelge 6).
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Cizelge 6. Gruplara gére primer, sekonder, tersiyer, atretik, kistik foliklller ve korpus luteum

dagilimlari.
Ort+SS
Medyan(min-max)
Primer Sekonder Tersiyer Atretik Kistik Korpus
luteum

Kontrol grubu 10,2+4,28 3,4+0,92 0,6+0,35 4,7+0,78 0+0 0,4+0,49
(n=8) 9,90(5,0-17,4) | 3,60(2,2-4,4) | 0,6(0-1) 4,7(3,6-5,8) 0(0-0) 0(0-0,1)
PKOS grubu 11,1£2,51 4,2+1,05 0,10,1 10,2+1,94 1,7+0,63 | 0,3+0,46
(n=8) 11,70(7,4-14,2) | 4,6(2,2-5,2) | 0,5(0-0,2) | 10,7(7,2-12,8) | 1,6(1-2,8) | 0(0-0,1)
Tedavi grubu 9,4+2,15 3+1,1 0,7+0,59 4,9+1,0 0,5+0,4 | 0,5+0,83
(n=8) 8,4(7,4-13,16) | 3,4(1,8-4,8) | 0,5(0-1,6) | 4,8(3,6-6,4) 0,4(0-1) 0(0-2)
P degeri
3 grup
karsilastirmast ® 0,580 0,061 0,021 0,0001 0,0001 0,824
PKOS-Tedavi** 0,269 0,034 0,030 0,001 0,001 0,523
PKOS-Kontrol** 0,493 0,092 0,008 0,001 0,0001 0,699
Kontrol-Tedavi** 0,793 0,313 0,873 0,525 0,004 0,856

*Kruskal Wallis Test, ** Mann Whitney U testi.

4.3.1. 1.Grup

Kontrol grubundan elde edilen over kesitlerinin 1sik mikroskobik
incelemesinde yuzeyin tek katl kibik ve yer yer yassi hicrelerden olusmus
epitel tabakasi ile ortlli oldugu izlendi. Yuzey epitelinin altinda siki bag
dokusundan olugsmus tunika albuginea bulunmaktaydi. Tunika albugineanin
altinda uzanan kortekste, kompakt hucresel stroma igerisinde, ¢ok sayida
primordiyal foliktller ile gelisim slrecinin daha ileri agsamalarindaki folikuller
izlenmekteydi. Vezikuler cekirdekli oosit ve onu cevreleyen tek tabakali yassi
folikiler hacrelerden olusan ¢ok sayida kuguk primordiyal folikuller gruplar
halinde korteksin dis kisimlarinda yerlesim gostermekteydi. Gelismekte olan
folikullerin buyudk bir kismini olugturan primer folikdller, vezikiler bir ¢ekirdek ve
eozinofilik boyanmig sitoplazmaya sahip bir primer oosit ile oositin diginda,
homojen gorinimlu zona pellusida ve tek veya ¢ok katli kibik sekilli grantloza
hiicreleri icermekteydi. Korteks icerisinde yer alan sekonder ve daha ileri
gelisim asamasindaki foliklller de normal histolojik yapiya sahiplerdi. Merkezi

yerlesimli oosit etrafindaki ¢ok katli granuloza hucreleri arasinda kuguk
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bosluklarin belirdigi antral folikiller yaninda, antrum gelisimini tamamlamisg,
ekzentrik yerlesimli primer oositler, antral kaviteyi saran graniloza hicreleri ve
bunun disindaki teka interna ve eksterna tabakalarindan olusan farkl
blayuklUkteki tersiyer folikiller izlenmekteydi. Normal yapiya sahip gelisen
folikGllerin yaninda, atretik degisiklikler g6steren foliklller de korteks icinde yer
almaktaydi. Atretik foliklllerde granuloza hucrelerinde ¢ekirdek densitesinin
arttigr ve follikillerin antrumlarinda serbest halde graniloza hucrelerinin
bulundugu gdzlendi. i¢ kisimda yer alan ve kortekse gore daha ince olan
medulla tabakasinin ¢ok sayida genis kan damarlari igeren, gevsek, fibroelastik
bag dokusundan meydana gelmis oldugu gérulda (Sekil 7, 8, 9).
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Sekil 7. 1. Grup. Kontrol grubuna ait overlerin dis ylzeyinde, tek kath epitel hucreleri (Ep),
primordiyal foliktller (PrF), gelisimin farkli evrelerindeki primer folikiller (PF) ve antral
folikuller (AF) ile atretik folikuller (AtF) ve fibroelastik bag dokudan olusmus medulla

yapisi izlenmekte (M). Bar=200um.
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Sekil 8. 1. Grup (Kontrol grubu). Kortekste stroma (St) icerisinde yerlesim gbdsteren primordiyal

foliktller (PrF), tek veya cok katli graniiloza hiicre tabakasina sahip primer folikiller
(PF) izlenmekte. Bar=50um.
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Sekil 9. 1. Grup (Kontrol grubu). Gelisimin farkli evrelerindeki primer folikiller (PF) ile primer
oosit (po), ¢ok kath grantloza hiicre tabakasi (G) ve gevresindeki teka tabakasi (T) ile

antrum gelisimini tamamlamis tersiyer folikll (TF) ve atretik folikiller (AtF) izlenmekte.
Medulla (M). Bar=100um.

&
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4.3.2. 2.Grup

Polikistik over sendromu olusturulmus deney grubuna ait over kesitleri
incelendiginde; ylzeyde tek katli kiibik ve yer yer yassi hiicrelerden olusmus bir
epitel tabakasi ve altinda yerlesen siki bag dokusu yapisinda tunika albuginea
normal olarak izlendi. Tunika albugineanin altinda uzanan korteksin dig
kisminda gruplar halinde yerlesim gosteren, primer oosit ve onu saran yassi
sekilli folikller hticrelerden olusan primordiyal folikillerin normal yapida oldugu
g6zlendi. Primordiyal folikuller yaninda kortekste gelisimin farkl evrelerinde,
degisik buyuklukte normal morfolojiye sahip folikuller ile atretik folikullerin ve
normal histolojik 6zelliklerini kaybetmis ¢ok sayida kistik follikullerin varligi da
izlendi. Medulla tabakasi kontrol grubuna benzer sekilde kan damarlarindan
zengin fibroelastik bag dokusu yapisindaydi (Sekil 10).

Normal histolojik 6zelliklere sahip gelisen folikullerde merkezi yerlesimli
oosit ve onu saran tek ya da c¢ok kath kibik sekilli folikiler hicreler kontrol
grubuyla benzerlik gostermekteydi. Bazi folliklllerde ise, grantloza hucrelerinin
birbirleri ile olan iligkilerini yitirerek antral bosluga dokuldigia goézlendi. Atretik
foliktllerde merkezi yerlesimli oositin sinirlarinin  dizensizlestigi, graniloza
hucrelerinin densitelerinin arttidi izlendi (Sekil 11).

Kesitlerde izlenen c¢ok sayidaki kistik folikilde; antrumun oldukga
genisledigi, granlloza tabakasinin belirgin sekilde incelerek bazi bdlgelerde 2-3,
bazi alanlarda ise tek hicre tabakasi halinde duzenlendigi ve antruma komsu
granlloza hicrelerinin  yassilastigi gbézlendi. Teka tabakasinin oldukca
belirginlestigi kistik folikullerde oosit ve korona radiyata yapilar izlenmedi (Sekil
12). Kistik formasyona gecis asamasindaki bazi foliklllerin antrumlarinda

makrofajlarin bulundugu da goéraldu (Sekil 13).
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Sekil 10. 2. Grup (PKOS grubu).

Over ylizey epitelinin (Ep) altinda primordiyal foliklller (PrF),
primer foliklller (PF), antral foliktller (AF) ,tersiyer folikal (TF) ve atretik folikUller (AtF)

ile granlloza hicre tabakalari incelmis kistik yapidaki folikiller (KF) gézlenmekte.
Bar=500pum.
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Sekil 11. 2. Grup (PKOS grubu). Normal yapidaki primer folikiller (PF), atretik folikiller (AtF) ve
antrumlari (A) oldukga genislemis, graniloza hiicre tabakalar (G) incelmis cok
sayida kistik folikul (KF) izlenmekte. Bar=500um.
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Sekil 12. 2. Grup (PKOS grubu). Granlloza hiicre tabakasinin oldukga incelerek bazi alanlarda
tek katli hale geldigi (ok baslari), teka tabakalari belirgin (T), olduk¢a buyuk ¢apli
kistik folikiller (KF) izlenmekte. Bar=200pum. inset; Kistik folikiil duvarindaki tek katli
granuloza hicre tabakasi. Bar=20 uym.

42



Sekil 13. 2. Grup (PKOS grubu). Kistik folikiil duvarinda yer yer oldukga incelmis graniloza
hicre (GH) tabakasi ve etrafinda kalinlasmis teka tabakasi (T) ve antrumunda
makrofajlar gérilmekte. Primer folikiil (PF). inset; Kistik folikiilin antrumundaki
makrofajlar (ok basi).

4.3.3. 3.Grup

D vitamini verilen tedavi grubuna ait over kesitlerinin incelenmesinde;
normal yapisal Ozelliklere sahip yuzey epiteli ve altinda tunika albuginea
tabakasi izlenirken, kortekste ¢ok sayida normal yapida primordiyal ve geligsen
folikller yaninda, normal histolojik 6zelliklerini kaybetmis, atretik ve az sayida
kistik yapida folikullerin varligi dikkati ¢cekti. Medulla tabakasinda kan damarlari
iceren fibroelastik yapida bag dokusu normal histolojik yapisini korumaktaydi
(Sekil 14).

Gruplar halinde izlenen, merkezi yerlesimli oosit ve onu saran yassi
folikaller hicrelerden olusan primordiyal folikller yaninda tek katli kibik yapida
granuloza hucreleri ile sarilmig primer oositlerden olusan primer folikuller de

goértlmekteydi (Sekil 15). Bazi kesitlerde kortekste blyuk, soluk boyanan
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vezikliler cekirdede sahip luteinize hucrelerin olusturdugu korpus luteum
yapilari da izlendi. Atretik foliklllerde ise oosit sinirlarinin dizensizlestigi ve
graniloza hucrelerinin gekirdeklerinde piknotik dedisiklikler gelistigi gozlendi
(Sekil 16). Kesitlerde 2. gruba gore kistik yapidaki folikullerin sayica daha az
oldugu ve caplarinin kaglldigu godzlendi. Kistik yapidaki bu folikillerde

granuloza hucre tabakasinin kalinhgi bazi alanlarda daha belirgin olmak Uzere
azalmisti (Sekil 17).

. P 200 pm

AT el i VA

Sekil 14. 3. Grup (Tedavi grubu). Yizey epiteli (Ep) altinda farkli gelisim evrelerinde normal
histolojik 6zelliklere sahip folikil yapilari ile atretik folikUller (AtF) izlenmekte. Tek ve
cok tabakal primer folikiller (PF). Bar=200um.
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Sekil 15. 3. Grup (Tedavi grubu). Tek katli ylizey epiteli (Ep) altinda korteks boyunca yerlesim
gbsteren normal yapidaki primordiyal folikGller (PrF) ile zona pellusida ile sarilmisg
vezikiler gekirdekli primer oosit (po) ve tek tabakal granuloza hiicrelerinden olusan
duvar yapisina sahip erken dénem primer folikiller (PF) izlenmekte. Bar=50um.
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Sekil 16. 3. Grup (Tedavi grubu). Over korteksinde yerlesen farkl gelisim evrelerindeki normal
yapida folikUller ile atretik folikiller (AtF) ve oldukga genis bir korpus luteum (KL)
yapisi izlenmekte. Primer folikiiller (PF), antral folikll (AF). Bar=200um.
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Sekil 17. 3. Grup (Tedavi grubu). Primer folikiller (PF), tersiyer folikiil (TF) ve atretik folikiller
(AtF) ile duvar yapisindaki graniuloza hiicre tabakasinin farkli kalinlikta oldugu bir
kistik folikdl (KF) gorilmekte. Bar=200um.
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4.4. Elektron Mikroskobik Bulgular

4.4.1.1.Grup

Kontrol grubuna ait over dokularindan alinan elektron mikroskobik
kesitlerde ylzey epitelini olusturan tek katli, kibik ve yer yer yassi sekilli
hicrelerin duzensiz sinirh ¢ekirdeklerinin normal kromatin duzenlenmesine
sahip olduklar goértlmekteydi. Periferal yerlesim gdsteren heterokromatin
granulleri g¢ekirdek kilifi i¢ ylzeyi boyunca uzanmaktaydi. Epitel hicrelerinin
sitoplazmasinda perintklear yerlesimli organeller normal histolojik Ozelliklere
sahiplerdi ve apikal yuzeylerinden uzanan kisa mikrovilluslar yaninda bazen
primer silyum yapisi da bulunmaktaydi. Over ylzey epiteli, altinda bulunan
belirgin ve devamlilik gosteren bir bazal lamina tarafindan tunika albugineadan
ayrilmisti (Sekil 18).

Siki bag dokusundan olugsmus tunika albuginea igerisinde, degisik
yonlerde seyreden kollajen lifler arasinda, heterokromatinden zengin bir
cekirdek, sitoplazmalarinda iyi gelismis granuler endoplazmik retikilim (GER)
sisternalari, sferikal sekilli mitokondriyonlar ve yaygin serbest ribozomlar iceren
fibroblastlar bulunmaktaydi (Sekil 19).

Over korteksinde, merkezi yerlesimli bir oosit ve onu ¢evreleyen yassi
sekilli foliktler hiicrelerden olusan primordiyal folikiller izlenmekte olup, oositler
yuvarlak sekilli, vezikiler yapida bir ¢ekirdek ve belirgin cekirdekgige sahipti.
Oosit sitoplazmasinda lamellar tarzda duzenlenmis kristalar iceren ¢ok sayida
mitokondriyon bulunmaktaydi. Bunun yaninda sitoplazmada, lizozomlar, GER
sisternalari, belirgin Golgi kompleksi ve serbest ribozomlarin varligi izlendi.
Foliktler htcreler ince, uzun sekKilli olup c¢ekirdekleri derin indentasyonlar
gOstermekte ve belirgin bir gekirdekcik igermekteydiler. Hlcre sitoplazmasi
icerisinde mitokondriyonlar, GER sisternalari, serbest ribozomlar, lizozomal
yapilar igeren follikiler hucreler, ince bir bazal lamina ile ovaryan stromadan
ayrilmiglardi (Sekil 20).

Gelisen follikilerde, erken donemde oositlerin belirgin c¢ekirdekgikler
iceren sferikal sekilli 6kromatik bir ¢ekirdege sahip oldugu, etrafinda zona

pellusidanin gelismeye basladidi ve onun disinda bir bazal lamina ile stromal
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hicrelerden ayrilan tek kath kubik yapida granuloza hicrelerinin bulundugu
gbzlendi (Sekil 21). Daha ileri gelisim evresindeki primer folikillerde, graniloza
hicrelerinin ¢ok kath hale geldigi dlizensiz sinirl hiicre ¢ekirdeklerinin belirgin
bir ¢ekirdekgige sahip oldugu izlendi. Hucrelerin sitoplazmasinda granuler
endoplazmik retikulum (GER) sisternalari, Golgi kompleksi, mitokondriyonlar ve
serbest ribozomlar bulunmakta olup bazi hucrelerin mitotik figurler gosterdigi
izlenmekteydi (Sekil 22). Bir bazal lamina ile granuloza hucrelerinden ayriimis
olan teka interna tabakasindaki i§ sekilli hicrelerin cekirdek ve kromatin
dagihimlarnn normal yapida olup sitoplazmalarinda, mitokondriyonlar ve lipid
damlaciklari bulunmaktaydi (Sekil 23).

Normal gelisim surecindeki folikullerin yanisira kesitlerde atretik folikuller
de gbézlenmekteydi. Atreziye giden ¢ok kath granlloza hicre tabakasina sahip
primer folikullerde oosit sitoplazmasinda vakuoller gézlenmekteydi. Oositin
etrafini saran zona pellusidanin densitesinde artma, graniloza hiicrelerinde ise
cekirdek sinirlarinda  dlizensizlesme, sitoplazmik  densitede artma,
mitokondriyonlarda dejenerasyon, lizozomal yapilar, lipid damlaciklarinin varhgi
dikkat cekici olup, folikili distan saran bazal laminada ise dizensizlesme
gbzlendi (Sekil 24).

Stroma igerisinde fibroblastlara benzer histolojik yapida stromal hucreler,
interstisyel hlcreler, bunlarin arasinda uzanan kollajen lifler ve kan damarlari
bulunmaktaydi. interstisyel hiicreler, sitoplazmasindaki cok sayida lipid
damlaciklari, gelismis agranuler endoplazmik retikilim (SER) sisternalari,
tubdler tipte kristalar igceren mitokondriyonlari ve Golgi kompleksi ile steroid

sentezleyen hucre yapisindaydi (Sekil 25).
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Sekil 18. 1. Grup (Kontrol grubu). Over yiizeyinde indentasyonlar gésteren cekirdeklere (C),
sahip kibik epitel hicrelerinin (Ep) apikal ylizeylerindeki mikrovilluslar (Mv) ve primer
silyum (PrS) yapisi izlenmekte. Bazal lamina (BL), tunika albuginea (TA),

1pm

mitokondriyonlar (m), fibroblast (F) Bar= 1 um.

Sekil 19. 1. Grup (Kontrol grubu). Tunika albuginea igerisinde kollajen lifler (Kol) arasinda,
heterokromatinden zengin ¢ekirdekleri (G) ve belirgin graniler endoplazmik retikulum
sisternalari (GER) bulunan fibroblastlar (F) izlenmekte. Epitel (Ep), bazal lamina (BL).

Bar= 0,5 pm.
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Sekil 20. 1. Grup (Kontrol grubu). Primordiyal folikiilde merkezi yerlesimli oosit (O), oositi
cevreleyen yassi folikiler hiicreler (FH). Gekirdek (G), mitokondriyonlar (m). Bar= 0,5
um.

Sekil 21. 1. Grup (Kontrol grubu). Gelisen folikiildeki 6kromatik ¢ekirdege (C) sahip primer oosit
(O) ve sitoplazmasinda gelismis Golgi kompleksi (G) izlenmekte. Bar= 0,5um.
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Sekil 22. 1. Grup (Kontrol grubu). ileri gelisim evresindeki primer folikiilde ok tabakali
graniiloza hicreleri (GH) ve bazi hlcrelerde mitotik figlrlerin (ok) varligi izlenmekte.
QOosit (O), zona pellusida (ZP), mitokondriyonlar (m). Bar= 0,5 pm.

Sekil 23. 1. Grup (kontrol grubu). Primer oosit (O), etrafini saran zona pellusida (ZP) ve ¢ok
kath graniloza hicre (GH) tabakasina sahip primer folikil yapisi izlenmekte.

Devamlilik gosteren bazal lamina (BL), teka interna hiicreleri (Ti), Cekirdekler (G),
mitokondriyonlar (m) ve lipid damlaciklari (Lp). Bar= 2 ym.
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Sekil 24. 1. Grup. Kontrol grubuna ait atretik bir folikiilde, oosit sitoplazmasindaki vakuol
yapilari (V), kalinhdi artmis zona pellusida (ZP), elektron dens gériinimli granlloza

hiicreleri (GH), dejenerasyon gdsteren mitokondriyonlar (m), lipid damlaciklari (Lp)
ve dlzensiz bazal lamina (BL) izlenmekte. Bar= 2 pm.

Sekil 25. 1. Grup (Kontrol grubu). Sitoplazmalarinda ¢ok sayida lipid damlaciklari (Lp) igceren
interstisyel hiicreler (iH), lipid damlaciklari arasinda tiibiler kristali mitokondriyonlar
(m) ve gelismis agraniler endoplazmik retikulum (SER) izlenmekte. Bar= 0,5 um.
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4.4.2. 2.Grup

Polikistik over sendromu olusturulan deney grubundaki over kesitlerinde;
yuzey epitelini olusturan hucreler tek kath kibik ve yer yer yassi gérinimde
olup apikal yUzeylerinde kisa mikrovilluslar yer almaktaydi. Hucrelerin dizensiz
sinirl  ¢ekirdeklerinde periferal yerlesim gosteren heterokromatin granalleri
cekirdek kilifi i¢ yuzeyi boyunca uzanirken, nukleoplazma boyunca okromatin
grantlleri bulunmaktaydi. Komsu yuzey epitel hicreleri arasinda, lateral plazma
membraninda  baglanti kompleksleri  izlenmekte  olup, hicrelerin
sitoplazmalarinda belirgin GER sisternalari, kiglik sferikal sekilli ok sayida
mitokondriyonlar ve sitoplazma boyunca dagilmig ribozomlar bulunmaktaydi.
Yuzey epitelini olusturan hicreler, ince ve devamlilik gésteren bir bazal lamina
ile tunika albugineadan ayriimisti (Sekil 26).

Siki bag dokusundan olugsmus tunika albuginea tabakasi, dizensiz
sinirh, i sekilli ¢ekirdekleri ve ince, uzun sitoplazmalari ile fibroblastlar ve
bunlarin arasinda yer alan yaygin kollajen liflerden olugsmaktaydi (Sekil 27).

Yuzey epitelinin hemen altindaki over korteksine vyerlesmis olan
primordiyal foliklller genellikle normal morfolojiye sahip olup, kontrol grubundaki
primordiyal folikdller ile benzer ultrastriktirel 6zellikler géstermekteydiler.
Oldukga genis sferikal bir c¢ekirdek iceren oositin etrafi tek kath folikiler
hiicrelerle cevriliydi. Ooplazma icerisinde ¢ok sayida, lamellar tarzda
dizenlenmis kristalar iceren mitokondriyonlar, genislemis Golgi kompleksi ve
ribozomlar bulunmaktaydi. Tek katl foliktler hiicreler ise ince, uzun sekilli, derin
indentasyonlar igeren bir ¢ekirdek yapisina ve normal kromatin dagilimina
sahipti. Folikuler hucreler devamlilik gésteren bir bazal lamina ile stromadan
ayrilmigti (Sekil 28).

Primer folikuller merkezi yerlesimli bir oosit ve oositi gevreyen tek veya
cok katli granuloza hucrelerinden olugmaktaydi. Birbirlerine paralel tarzda
dizenlenmis membran6z yapilarin varhdi ile karakterize oosit sitoplazmasi
icerisinde serbest ribozomlar yaygin bicimde dagiimis olarak bulunmaktaydi.
Bunun yaninda, ¢ok sayida lamellar tarzda dizenlenmis kristalar igeren sferikal
sekilli mitokondriyonlar ve kortikal granuller izlenmekteydi. Oositin etrafinda

belirgin bir zona pellusida tabakasi mevcuttu. Oositin ylzeyinden c¢ikan
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mikrovilluslarin oldukga yaygin oldugu, zona pellusida igerisine uzanan
granuloza hucrelerinin sitoplazmik uzantilari ile iliskide olduklari gorulmekteydi
(Sekil 29). Oosit etrafina dizilmis olan granuloza htcrelerinin normal kromatin
dagilimina sahip sferikal sekilli gekirdeklerinde belirgin 1-2 c¢ekirdekgigin varligi
gozlenmekte olup, bazi hucrelerin mitotik figurler gosterdigi izlenmekteydi.
Sitoplazmada ise ince uzun ¢ok sayida mitokondriyonlar, Golgi kompleksi ve
GER sisternalari mevcuttu. Bazi mikrograflarda oosite yakin yerlesimli
granlloza hucrelerinde oosite dogru uzanan primer silyum yapisi dikkat
cekmekteydi (Sekil 30).

Gelisim evresine uygun normal histolojik 6zelliklere sahip folikullerin yani
sira dejeneratif degisiklikler gosteren folikiller de dikkat ¢cekmekteydi. Bazi
erken donem primer folikullerde oosit sitoplazmasinda genislemis Golgi alanlari,
mitokondriyal dejenerasyon, multivezikiler cisimcikler izlenmekte olup, oositi
cevreleyen folikuler hucrelerde de dejeneratif degisikliklerin geligtigi gozlendi
(Sekil 31). Daha ileri asamadaki primer foliklllerde ise oosit sitoplazmasinda
paralel dizenlenmis membrandz yapilarin ve kortikal granullerin arttigi, zona
pellusidanin  homojen yapisini  yitirdigi gozlenmekte olup, granuloza
hicrelerinde mitokondriyal dejenerasyon bulunmaktaydr (Sekil 32). Bazi
folikillerde ise granuloza hucreleri arasindaki baglantilarin azaldigr ve
hicrelerin  birbirlerinden  aynldigi  g6rildid.  Granutloza  hdcrelerinin
sitoplazmalarinda GER sisternalarinin oldukga genisledidi ve igteki hicreler ile
zona pellusida arasindaki baglantinin azaldig1 gozlendi. Oosit ile zona pellusida
arasinda da genis bosluklar olusmustu (Sekil 33). Bunun yaninda, oosit
apoptozu gergeklesen foliktller de mevcuttu. Bu folikillerde oosit ¢ekirdeginde
fragmantasyon gézlenmekte olup, zona pellusida olduk¢a kalinlagsmis ve
granuloza hacrelerinin sitoplazmik uzantilari ile oosit mikrovilluslari arasindaki
baglanti azalmisti. Ayrica granuloza hucrelerinin sitoplazmasinda nekrotik
yapilar, vakuoller ve lipid artigi gézlenmekteydi (Sekil 34).

Kistik folikillerde granlloza hlcre tabakasinin belirgin olarak inceldigi
dikkati cekmekteydi. 1-2 hicre kalinhdinda izlenen bu tabakada graniloza
hdcrelerinin yassilastigr gorulmekteydi. Granuloza tabakasini digtan saran teka

tabakasi ise oldukga kalinlasmisti (Sekil 35).
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interstisyel alanda bulunan ve steroid salgilayan hiicrelerin sitoplazmalarinda
ise bol miktarda lipid damlaciklarinin varligi dikkat cekiciydi. Bazi hicrelerde
¢ok sayida kuguk ve orta buylklikte lipid damlacigi tum sitoplazmayi isgal
etmisken (Sekil 36), bazi lipid damlaciklarinin ise oldukga buylk oldugu ve
cekirdege yakin bir gapa ulastigi gozlendi (Sekil 37). Lipid damlaciklarinin
arasinda ¢ok sayida, degisik buyuklikte, poligonal veya fusiform sekilli,
kolesterol kristallerinin varligi dikkat cekmekteydi (Sekil 38). Bazi interstisyel
hiicrelerde ise hlcre ¢ekirdeklerinin heterokromatinden zengin hale geldigi ve

perinlklear sisternalarinin genislemis oldugu gézlendi (Sekil 39).

Sekil 26. 2. Grup (PKOS grubu). Tek kath yassi epiteli hucreleri (Ep), apikal ylzeylerindeki
mikrovilluslar (Mv), indentasyonlar gdsteren gekirdek (C), graniler endoplazmik
retikulum sisternalari (GER), mitokondriyonlar (m), komsu epitel hiicreleri arasindaki
baglanti kompleksleri (ok) ve bazal lamina(BL) izlenmekte. Bar= 0,5 pm.
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Sekil 27. 2. Grup (PKOS grubu). Tunika albuginea tabakasi (TA) icerisinde yerlesmis ig sekilli
cekirdege (C) sahip fibroblastlar (F) ve aralarinda uzanan kollajen lifler (Kol)
izlenmekte. Epitel (Ep), mikrovilluslar (Mv). Bar=1um.

Sekil 28. 2. Grup (PKOS grubu). Normal yapidaki primordiyal folikllde vezikller ¢ekirdege (C)
sahip, merkezi yerlesimli oosit (O), ooplazma igindeki mitokondriyonlar (m), genislemis
Golgi kompleksi (G), oositi cevreleyen folikiler hiicreler (FH) ve altinda uzanan bazal
lamina (BL) izlenmekte. Bar= 0,5 pm.
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Sekil 29. 2. Grup (PKOS grubu). Okromatik cekirdekli (C) primer oosit (O), ooplazmada paralel
tarzda dizenlenmis membrandz yapilar (siyah ok), kortikal grandiller (beyaz ok),

oositin etrafini saran zona pellusida (ZP) ve icerisine uzanan oosite ait mikrovilluslar
(ok bagl) izlenmekte. Bar= 2 um.

Sekil 30. 2. Grup (PKOS grubu). Sferikal bir gekirdege sahip (¢) graniiloza hiicreleri (GH),
mitotik figtrler (ok), primer silyum yapisi (PrS), graniloza hiicre sitoplazmasinda

yerlesim gosteren mitokondriyonlar (m) izlenmekte. Oosit (O), zona pellusida (ZP).
Bar= 2 ym. Inset; primer silyum yapisi (PrS).
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Sekil 31. 2. Grup (PKOS grubu). Multivezikiler cisimcikler (*) ve genislemis golgi kompleksi (G)
iceren primer oosit (O) ve etrafini saran ve dejeneratif degisiklikler gosteren graniiloza
hicreleri (GH) izlenmekte. Bazal lamina (BL), teka interna tabakasi (Ti). Bar=0,2um.

Sekil 32. 2. Grup (PKOS grubu). Oosit sitoplazmasinda belirgin membrandz yapilar (siyah ok),
kortikal granillerde artma (beyaz ok), elektron dens goérinimli kalinlagsmis zona
pellusida tabakasi (ZP) ve onu saran ¢ok katli graniloza hiicreleri (GH) izlenmekte.
Dejenerasyon gdsteren mitokondriyonlar (m), ¢ekirdek (G). Bar=0,2um.
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Sekil 33. 2. Grup (PKOS grubu). Hicreler arasi baglantilarini kaybeden graniiloza hiicreleri

(GH) arasinda genis bosluklarin olustugu (*), hiicrelerde graniler endoplazmik
retikulum sisternalarinin genigledigi (GER), zona pellusida (ZP) ve oositin (O)
birbirinden ayrildidi (siyah ok) gériimekte. Bar= 0,5 um.

Sekil 34.

2. Grup (PKOS grubu). Apoptotik oosit ¢ekirdegi (*), zona pellusida (ZP) yapisinda
bozulma (ok basi), oosit mikrovilluslarinda azalma (ok) izlenmekte. Dejeneratif
degisiklikler gosteren granitloza hucrelerinin (GH) zona pellusidadan ayrildig
gorulmekte. Lipid damlaciklari (Lp), vakuoler yapilar (V). Bar= 2 um.
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L PR S :

Grup (PKOS grubu). Kistik folikllde granuloza tabakasinin inceldigi ve hiicrelerin
yassilastigi (ok), teka tabakasinin (T) ise olduk¢a kalinlastig izlenmekte. Bar= 0,5um.

Sekil 36. 2. Grup (PKOS grubu). interstisyel alanda sitoplazmalarinda ¢ok sayida, degisik

biyikliikte lipid damlaciklari (Lp) iceren interstisyel hiicreler (iH) ve aralarinda
stromal hicreler (SH) izlenmekte. Gekirdek (C), mitokondriyon (m). Bar= 2 um.
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Sekil 37. 2. Grup (PKOS grubu). interstisyel hiicrede gekirdege (C) yakin biyiiklikte lipid
damlacigi (*) ile cok sayida kiguk lipid damlaciklari (Lp) ve tabdler kristali
mitokondriyonlar (m) izlenmekte. Bar= 0,5 pm.

Sekil 38. 2. Grup (PKOS grubu). interstisyel hiicrelerde lipid damlaciklarinin (Lp) arasinda, gok
sayida poligonal ve fusiform sekilli kolesterol kristallerinin (*) bulundugu gérilmekte.
Bar= 0,5 pym.
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Sekil 39. 2. Grup (PKOS grubu). Cok sayida lipid damlacigi (Lp) iceren interstisyel hlicrelerde
(IH) cekirdeklerin (G) heterokromatinden zengin hale geldigi ve periniklear
sisternalarin genisledigi (oklar) izlenmekte. Bar= 0,2um.

4.4.3. 3.Grup

D vitamini uygulanan tedavi grubuna ait over kesitlerinde; over ylzeyini
Orten epitel hucrelerinin ¢ekirdeklerinin derin indentasyonlar gosterdigi ve
kromatin dagilimlarinin normal oldugu izlendi. Az sayida organel iceren elektron
dens goérinumll hacrelerin apikal yuzeylerinde az sayida kisa, kalin mikrovillus
yapilari gozlenmekteydi. Bazal lamina ile epitel tabakasindan ayrilan tunika
albuginea ¢ok sayida kollajen lifler ve fibroblastlar icermekteydi (Sekil 40).

Ooosit ve onu saran vyassi folikller htcreleriyle normal yapidaki
primordiyal foliklllerde, merkezi yerlesimli sferikal bir cekirdege sahip olan
oositin sitoplazmasinda belirgin Golgi kompleksi, sferikal sekilli mitokondriyonlar
ve sitoplazma boyunca yayllmis serbest ribozomlar mevcuttu. Graniloza
hdcreleri, duzensiz sinirli, kromatinden zengin bir c¢ekirdege ve belirgin
cekirdekgige sahip olup tek sira halinde oosit etrafinda dizilmis olup ince bir
bazal lamina ile ovaryan stromadan ayrilmaktaydilar (Sekil 41).

Geligimin ileri agamasindaki foliklllerde ise birbirine paralel dizenlenmis

membrandz yapilar igceren oosit sitoplazmasinda serbest ribozomlar ve

63



mitokondriyonlar yaygin olarak bulunmaktaydi. Kortikal grantller periferal
bdlgede oosit membraninin i¢ ylzeyi boyunca yerlesim gostermekteydi. Distan
oositi saran zona pellusida icerisinde oosite ait mikrovilluslar ile grantloza
hicrelerinin sitoplazmik uzantilari arasindaki iligski belirgin olarak izlenmekteydi
(Sekil 42). Antral folikillerde ise aralarinda sivi dolu bogluklar belirmis olan
granuloza hucreleri normal ultrastriktirel yapiya sahip olup; bazi hicrelerde
mitotik figUrler belirgin olarak gdézlenmekteydi (Sekil 43).

Normal yapidaki folikillerin yani sira, PKOS grubuna goére daha az
sayida bulunan kistik folikullerde antrumu saran granuloza hicre tabakasinda
belirgin oranda incelme dikkati gekmekteydi. Bazi mikrograflarda tek hiicre
kalinhginda gbzlenen graniloza hicre tabakasi disinda, PKOS grubuna gore
kalinhgr azalmis teka hucre tabakasi bulunmaktaydi (Sekil 44).

Stromada goézlenen interstisyel hlicreler normal histolojik 6zelliklere sahip
olup kontrol grubuyla benzerlik géstermekteydiler. Sitoplazmasinda ¢ok sayida
lipid damlaciklari igeren interstisyel hucreler arasinda fibroblastlara benzer
g6ranumla, fusiform sekilli gekirdekleri ve belirgin GER sisternalari ile stromal

hicreler gdzlenmekteydi (Sekil 45).
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Sekil 40. 3. Grup (Tedavi grubu). indentasyon gésteren cekirdege (C) sahip hiicrelerden olusan
ylzey epiteli (Ep), apikal ylizeylerindeki mikrovilluslar (Mv), epitel altinda uzanan

bazal lamina (BL) ile tunika albuginea (TA) icerisindeki fibroblastlar (F) ve kollajen
lifler (Kol) izlenmekte. Bar= 0,5 pm.

Sekil 41. 3. Grup (Tedavi grubu). Primordiyal folikiile ait merkezi yerlesimli oosit (O) ve onu
saran folikiler hiicreler (FH), bazal lamina (BL), mitokondriyonlar (m). Bar= 1 um.
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Sekil 42. 3. Grup (Tedavi grubu). Gelisimin ileri asamasindaki folikilde oosit sitoplazmasinda
periferal yerlesim gosteren kortikal grandller (beyaz ok), oositi saran zona pellusida
(ZP) tabakasi icinde uzanan oosit mikrovilluslari (ok basi) ile graniloza hicrelerinin
(GH) sitoplazmik uzantilar (siyah ok) gézlenmekte. Bar= 0,2 um.

Sekil 43. 3. Grup (Tedavi grubu). Antral folikilde sferikal sekilli cekirdeklere (C) sahip granlloza
hiicreleri (GH) arasinda mitotik figlrlerin (beyaz ok) bulundugu gériilmekte. Oosit
(O), zona pellusida (ZP). Bar= 2 um.
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Sekil 45.

3. Grup (Tedavi grubu). interstisyel alanda tiibiler kristali mitokondriyonlar (m),
gelismis agraniller endoplazmik retikulum (SER) ve ¢ok sayida lipid damlaciklari
iceren (Lp) interstisyel hlcreler izlenmekte. Gekirdek (C), kapillerler (Kap). Bar=
0,5um.
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5. TARTISMA

Oligo veya anovulasyon, menstruel bozukluk, hiperandrojenizm bulgular
ve polikistik overlerle karakterize bir hastalik olan PKOS’nun patofizyolojisi, ¢cok
sayida klinik ve deneysel veriye ragmen halen tam olarak aydinlatilamamistir.
Hipotalamo-hipofizer, kardiyovaskiler ve endokrin  sistemleri igeren
multisistemik ve reproduktif bir hastalik olan bu sendromda ortaya c¢ikan
metabolik ve hormonal bozukluklarin etkisiyle overler bu kompleks patolojinin

en onemli bileseni haline gelmektedir. Etyopatogenezi tam olarak bilinmedigi
2,63

icin, glinimuzde tedavi secenekleri de genellikle semptomlara yoneliktir

Son zamanlarda PKOS patogeneziyle iligkili olarak farkli tedavi
seceneklerinin  gindeme gelmesiyle birlikte arastirmacilar da bu konular
Uzerinde yogunlasmaya baglamistir. Ornegin hastaliin patogenezinde 6éne
surllen insulin direnci ve hiperglisemiyi duzenlemekte kullanilan metforminin,
PKOS’lu hastalarda lipid profilini degistirerek vicut agirhigini azalttigi ve
menstriel sikluslari dizenledigi kaydedilmistirGS. Baska bir ilag olan exenatid ise
PKOS beraberinde gelisen insilin direncini azaltmak icin kullaniimakta ve
bdylece insllin direncine paralel olarak gelisen hiperandrojenizm, overde
fonksiyonel  degisiklikler ~ve  reproduktif  bozukluklarin iyilesmesini
saglamaktadir®® Bunun yaninda son yillarda D vitamini tedavisi PKOS’nda
semptomlarin giderilmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaya baglanmis ve yapilan
arastirmalarda daha c¢ok tedavinin hormonal ve metabolik sonuclari rapor
edilmistir’®, insan calismalarinda ortaya cikan etik ve teknik sinirlamalardan
dolayl arastirmacilar galigsmalarinda PKOS hayvan modellerini kullanmaya
yonelmislerdir. PKOS’lu kadinlar ile birebir ayni ézellikleri gdsteren herhangi bir
hayvan modeli hentz bulunmamakla birlikte, bu modellerin preklinik
calismalarin olusturulmasinda, PKOS’nun nedenlerinin ve semptomlarinin
arastirilmasinda, hormonal bozukluklarin ve ovaryan yapinin
degerlendiriimesinde kullanisli oldugu gértulmuastir. Memeliler arasinda sigan ve
fareler, kisa suren ureme ve Ostrus siklusuna ve gestasyonal periyoda sahip
olup, hiperandrojenizm, ¢ok sayida kist olusumu ve metabolik bozukluklar gibi
PKOS belirtilerini gésterebilmektedir67_
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PKOS hayvan modelleri baglica DHEA, dihidrotestosteron (DHT),
estradiol valerate (EV) ve letrozol gibi hormonlar ile olusturulabilmektedir®®.
Yapilan birgok arastirmaya goére DHEA ile olusturulan PKOS hayvan modelleri,
insan PKOS’nun pek ¢ok belirtisini gdsterebilmekte olup, mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir. DHEA uygulanan farelerden alinan over kesitlerinin
histolojik degerlendirmesi sonucu over korteksinde ¢ok sayida atretik folikuller
ve incelmis granuloza hicre tabakasi iceren farkh buyuklukte kistik folikullerin
olustugu gézlenmigtirﬁg, Bunun yaninda DHEA uygulamasi yapilan fare
overlerinde folikuler kist olusumunun arttigi ve ézellikle 23 glnlik hayvanlara 20
gun sureyle yapilan uygulamanin kist gelisiminde daha etkili oldugu
kaydedilmistir. Puberte, sicanlarda dogumdan sonra 35-40. glnlerde insanlarda
ise 12-14 yaslarinda baglamaktadir. Bu yuzden; DHEA uyarimli PKOS’nun,
insanlarda meydana gelen PKOS’nun erken baslangiciyla (yaklasik 15 yas)
uyum gosterdigi belirtilmistir'".

Yapilan literatlr arastirmasinda, PKOS’'nda D vitamini desteginin over
histolojik yapisi Uzerine etkilerini gosteren isik ve elektron mikroskobik diizeyde
bir calismaya rastlanmadi. Bu nedenle calismamizda; prepubertal donemdeki
sicanlarda DHEA uygulamasi ile PKOS olusturularak, FSH, LH, LH/FSH ve
testosteron degerleri ile overdeki yapisal degisiklikler D vitamini tedavi grubuyla
karsilastirilarak degerlendirildi.

Deney sonunda tum gruplardan alinan kan 6rneklerinin biyokimyasal
verileri kargilastirildiginda, PKOS modelinde LH seviyesinde oldukga belirgin
olmak Uzere serum FSH ve LH degerlerinin arttigi gézlendi. LH dizeyindeki
belirgin artis LH/FSH oraninin da artmasina yol agmakta, yetersiz kalan FSH
sonucu folikller maturasyon engellenmektedir. PKOS’nda goérulen asgiri
androjenin ana kaynagi overlerdir. Steroidler, birlikte ¢calisan teka ve graniloza
hucreleri tarafindan Uretilirken, LH teka hicrelerini uyararak kolesterolden
androstenedion Uretilmesini saglar. Daha sonra, androstenedion granlloza
hicrelerinde FSH bagimh aromataz ile Ostrojene donusturulirken polikistik
overlerde testosterona metabolize olmaktadir’™

Calismamizda PKOS grubunda artan LH ve LH/FSH seviyelerine paralel

olarak testosteron seviyesinde de artis gdzlenmis olup serum seks hormon
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seviyelerinde gozlenen bu degisiklikler DHEA indukli PKOS modelinde
beklenen hormonal degisikliklerle uyumlu bulunmustur. Nitekim Zhang ve
arkadaglari DHEA’un ovaryan ve uterin hiperfibrozise yol acgtigini gdsteren
calismalarinda serum testosteron, LH ve LH/FSH seviyelerinin kontrol
gruplarina kiyasla belirgin bigimde arttigini gézlemlemislerdir’’. Lai ve
arkadaglari PKOS fare modelinde yuksek yag icerikli besin diyetinin metabolik
bozukluklara yol actigini gosterdikleri ¢alismalarinda, DHEA uygulamasinin
serum testosteron seviyelerinde buylk artisa yol agtigini ve bunun da PKOS
beraberinde gelisen hiperandrojenizm kaynakl oldugunu belirtmislerdir’?, Bazi
kaynaklarda ise gerek serum testosteron gerekse serum LH seviyelerinde
PKOS modeline zit disen sonuglar rapor edilmis olup bunun PKOS modeli
olusturmada basvurulan farkli hormon c¢esitlerinin etki mekanizmasindan
kaynaklandigi disunulmustur. Estradiol valerate indukli PKOS sigan modelinde
oositlerin ultrastrikturel yapisi ve in vitro maturasyonu Uzerine metforminin
etkilerinin incelendigi bir calismada serum testosteron seviyelerinin kontrol
grubuna goére anlamli bigimde azaldigi rapor edilmistir®® Tessaro ve arkadaslari
ise 20 gun sureyle uygulanan DHEA ile PKOS olugturduklari fare modelinde,
duslk doz oral FSH kullaniminin folikil gelisimi Gzerine etkilerini inceleyerek,
DHEA'un LH Uzerine daha oOnceki galismalarda gdzlenen bilindik etkisinin
disinda bir etki gosterdigini belirtmiglerdir. Calismalarinda serum testosteron
degerlerinin PKOS grubunda kontrol grubuna gore belirgin sekilde artarken,
serum LH seviyelerinin sagsirtici bir sekilde azaldigini kaydetmiglerdir73.
Galismamizda PKOS modelinde yukselen hormon degerlerinin D vitamini
tedavisi sonucu anlamli olarak azaldigi saptandi. Tedavi grubunda serum FSH
dizeyi kontrol grubuyla benzerlik gdéstermekteyken, serum LH, LH/FSH ve
testosteron dlzeylerinin ise belirgin sekilde azaldigi ancak kontrol grubuna gore
hala ylksek oldugu goruldi (Cizelge 5). Yapilan bazi ¢calismalarda da PKOS’lu
kadinlarda uygulanan D vitamini tedavisini takiben hormonal ve metabolik
degisikliklerde dizelme goruldugu kaydedilmig, bunun mekanizmasi tam olarak
ortaya konulmamakla birlikte bu konu hakkinda c¢esitli gorusler ileri
strilmistir®. D vitamininin etki mekanizmasi hem selliiler ve hem de genetik

yolaklarla ydnetilmekte olup vitamin D gen transkripsiyonu, iskelet, paratiroid
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bezleri ve overler gibi birgok dokuda yayilmis bulunan D vitamini reseptorleri
(VDR) ile gerceklestirimektedir’® VDR’nin; LH, SHBG, testosteron ve insiilin
seviyeleri ile insllin direnci Uzerine olan etkileri PKOS patogenezi ile
iliskilendirilmistir’>  Bazi arastirmacilar PKOS'lu kadinlarda serum insulin
seviyeleri ve insulin direnci ile VDR gen polimorfizmi arasinda dnemli bir iligki
oldugunu belirtirken® bazilari da VDR’nin, aromataz gen ekspresyonunu
dizenlemek ve ekstraseliiler kalsiyum homeostazisini devam ettirmek yoluyla
overdeki 6strojen biyosentezinde dnemli rol oynadigini belirtmislerdir’”

Cahsmamizdaki folikil sayim sonuglari degerlendirildiginde; primer
folikll, sekonder folikil ve korpus Iuteum sayilarinin gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark géstermedigi saptandi. Tersiyer folikll sayisi
PKOS grubunda kontrol grubuna goére anlamli olarak azalirken; tedavi
uygulanan grupta PKOS grubuna gére anlamli olarak artmisti. Atretik ve kistik
folikal sayisinin ise PKOS grubunda anlamli derecede artig gosterdigi ve tedavi
sonucu tekrar azaldigi saptandi (Cizelge 6). Bu bulgulara dayanarak, atrezinin
ileri gelisim donemindeki foliktllerde belirgin olmasi ve antral folikillerin kistik
yap! kazanmasiyla birlikte tersiyer folikul sayisinin azaldigi dugunuldu. Nitekim
tedavi grubunda atretik ve kistik folikil sayisinin azalmasiyla birlikte tersiyer
folikil sayisinda da artis gdzlenmistir. Androjenlerin immatir siganlara olan
etkilerinin incelendigi bir ¢galismada; kisa dénem uygulama suresinin polikistik
over morfolojisine sebep olurken orta dénem uygulama suresinin atreziye yol
actigi rapor edilmistir. Rhesus maymunlari ile yapilan bagka bir ¢alismada ise
kisa donem yuksek dozda androjen uygulamasi ile uzun dénem daha duguk
dozda androjen uygulamasinin benzer sonuglar verdigi ve her iki uygulamada
da kuguk folikll ylzdesinde bir artis gerceklestigi rapor edilirken’®, baska bir
calismada arastirmacilar ekzojen androstenedion uygulanan sigan overlerinde
korpus luteum miktarinin sayica azalmakla birlikte hala mevcut oldugunu
kaydetmislerdir’®

Mariana ve arkadaslari PKOS olusturulmus sigan modelinde metforminin
folikuler gelisim ve ovaryan anjiyogenez uzerine etkilerini inceledikleri
caligsmalarinda; primer folikullerin PKOS grubunda kontrol grubuna gore anlamli

derecede artis gosterdigini ve metformin tedavisinden sonra kontrol grubuna
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yakin degerlere ulastigini gozlemlemislerdir. Sekonder (erken antral) folikdl
sayllarinin ise PKOS grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir degisiklik
gostermedigini ve metformin tedavisinden sonra sekonder folikil yUzdesinin
belirgin bicimde arttigini kaydetmislerdir. Atretik folikll sayisinin ise kontrol ve
PKOS gruplan arasinda degisiklik gostermedigini fakat metforminin atretik
folikil oranini belirgin derecede azalttigini vurgulamiglardir. Aragtirmacilar
korpus luteum ylzdesinin PKOS grubunda kontrol grubuna gbre azalma
gosterdigini; metformin uygulamasindan sonra ise korpus luteum yuzdesinin
kontrol grubuna yakin degerlere ulastigini, PKOS grubunda kist sayisinda
belirgin artis oldugunu ve metformin tedavisi ile birlikte kist sayisinin azaldigini
rapor etmiglerdir65_ Ikeda ve arkadaslarinin 7, 15 ve 30 gin boyunca DHEA
uygulamasinin folikll gelisimi Gzerine etkilerini inceledikleri ¢alismada, 7. ginde
kontrol gruplar ile DHEA gruplari arasinda folikuler gelisim agisindan bir fark
gorilmezken; 15.ginde DHEA uygulanan grupta polikistik over morfolojisinin
gelistigi gézlenmistir. 30 gunlik DHEA uygulamasi sonrasi ise 15.gune benzer
olarak polikistik over morfolojisi yaninda daha genis kistik foliklller izlenmigtir.
30. gunde folikul ylzdelerine bakildiginda ise primer ve atretik folikullerin kontrol
grubuna goére belirgin olarak arttigi; erken preantral-erken antral folikdl
ylizdesinin ise belirgin olarak azaldi§i gézlenmistir’®. Lai ve arkadaslari PKOS
fare modelinde yaptiklari ¢alismada; genis antral folikil sayisinin DHEA
uygulanan grupta kontrol grubuna oranla belirgin bicimde arttigini
saptamislardir’?. Tessaro ve arkadaslari ise PKOS fare modelinde DHEA
uygulanan grupta kicuk antral folikll sayisinin azaldigini, atretik/kistik yapi
gosteren genis antral folikiil sayisinin ise arttigini rapor etmislerdir’®. Tim bu
calismalarin sonucu olarak; PKOS ile birlikte, folikliler buyimede durma ve
dejeneratif degisikliklerin gelistigi belirtiimektedir. Bunun yaninda; kistik
dizenlenme gbésteren foliklller ise artmaktadir. Bunun vyetersiz FSH
sekresyonuna ve prematur graniloza hucre farklanmasina bagli olarak gelismis
olabilecegi belirtilmistir®'

Sunulan caligsmada gruplarin 1sik ve elektron mikroskobik bulgulari
karsilastinlldiginda; 1s1k mikroskobik kesitlerde ylzey epiteli, hemen altinda

bulunan tunika albuginea ve korteksteki ¢ok sayida primordiyal folikul ile
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gelisimin farkl evlerindeki folikullerin varhigiyla kontrol grubunda overlerin
normal bir yapi sergiledigi gorulmekteyken (Sekil 7,8,9), DHEA uygulanan
PKOS grubunda folikiillerde vyapisal degisiklikler gézlendi. insan PKOS
belirtilerine paralel olarak; overlerde ¢ok sayida atretik ve kistik folikullerin
varligi dikkat cekiciydi. Antrumlari folikiler sivi birikiminden dolayl oldukc¢a
genislemis haldeki kistik folikullerin graniloza hucre tabakalari incelmis ve teka
interna tabakalari belirgin hale gelmisti. Oosit ve korona radiyata yapilarinin
bulunmadigi kistik foliklllerde granuloza hicre tabakasinin antruma bakan
yuzeyinde hucrelerin yassilastigi ve bazi folikullerde antrum igerisinde
makrofajlarin bulundugu izlendi (Sekil 13). Ovaryan foliklllerde atrezinin normal
sure¢ icerisinde erken postnatal ve prepubertal donemlerde hem primordiyal
hem de gelisen folikiillerde gériildiigu bilinmektedir?’. Ancak calismamizda
kontrol grubuyla karsilastirildiginda PKOS grubunda artan testosteron duzeyi ile
uyumlu olarak atretik folikullerde de artma oldugu gozlenmistir. Nitekim yapilan
bircok c¢alismada, androjenlerin folikller atreziyi dizenledidi, 06rnegdin
testosteronun sigcan overlerinde somatik hicre atrezisini artlrdlgl80 ve
blyimekte olan folikdllerin granlloza hicrelerinde 6strodiyoliin antiapoptotik
etkisini antagonize ettigi rapor edilmistir.®! Bir baska calismada ise androjen
uygulamasi yapilan trans bireylerin overlerinde atretik foliklil sayisinda artis
oldugu gdzlenmistir’®

Elektron mikroskobik kesitlerde, PKOS grubunda, graniloza hticrelerinde
dejeneratif degisiklikler, oosit apoptozu ve zona pellusidada kalinlagma izlendi.
Ayni zamanda granuloza hucreleri arasindaki baglantilarin azaldigi ve
hicrelerin birbirlerinden ayrildidi, Kistik folikullerde graniloza hicre tabakasinin
belirgin olarak inceldigi teka interna tabakasinin ise kalinlastigi g6zlendi. Bu
yapisal degisikliklerin DHEA uygulamasiyla ylUkselen testosteron seviyesi
sonucu folikuler geligsimin bozulmasina ve artan atreziye bagh olarak gelistigi
dusundldu. Nitekim Lee ve arkadaslari g¢alismalarinda folikiler gelisimin her
asamasinda granuiloza hucreleri arasindaki baglanti komplekslerinin yluksek
seviyelerde Connexin (Cx43) icerdigini ve Cx43 ekspresyonunun folikuler
gelisim suresince artarak folikuler atreziyle birlikte azaldigini belirtmisler,

anormal androjen konsantrasyonlari ve Cx43 ekspresyonunu PKOS patogenezi
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ile iligkilendirerek D vitamininin Cx43 downregulasyonunu onledigini ileri
surmuslerdir. Arastirmacilar, yuksek doz testosteron uygulamasi ile granuloza
hiicrelerinde Cx43 ekspresyonunun azaldigini ve bunun D vitamini tedavisi ile
tersine gevrilebilecegini kaydetmislerdir®.

PKOS grubunun elektron mikroskobik dizeyde incelenmesi sirasinda
dikkati ¢ceken bir diger bulgu da granuloza hucrelerinde primer silyumlarin
varhgiydi. Codu memeli hulcrelerinin apikal ylUzeylerinde go6zlenebilen bu
organellerin mekano ve kemosensor olarak fonksiyon goérdigu bilinmekte olup,
over yuzey epitel hucreleri ile preantral ve antral folikillere ait graniloza
hdcrelerinde primer silyumlarin normal olarak bulundugu rapor edilmigtir.
Granlloza hucrelerinde bulunan primer silyumun reseptér fonksiyonu goérerek
folikilin ve oositin olgunlagsmasinda ve follikllin ovulasyona hazirlanmasinda
rol oynadigi belirtilerek, PKOS’lu kadinlarda silyum yapisinda olusabilecek
bozukluklar sonucunda ovulasyonun engellenebilecedi ve kistik folliktllerin
olusabilecegi bildirilmistir®® Abdul-Majeed ve Nauli yayinladiklari derleme
calismasinda bodbrek, karaciger, pankreas ve over gibi visseral organlarin
polikistik hastaliklarinda yapr ve fonksiyonlari bozulmus primer silyum
yapilarinin gozlendigini ve bunlarin kist olusumunda rol oynadigini belirterek
vucudumuzdaki hormonal duzenlemeyle silyar bozukluk arasindaki iligkinin
aydinlatiimasi gerektigini rapor etmislerdir®*

PKOS model grubunun mikrograflarinda interstisyel alanda steroid
salgilayan hucrelerin sitoplazmalarinda lipid birikimi ve kolesterol kristallerinin
varligi da dikkat c¢ekiciydi. Bu bulgular bize model grupta teka-interstisyel
hicrelerde proliferasyonla birlikte steroidojenik kapasitenin de arttigini
disundidrdu. Gergekten de Kodaman ve arkadaslari PKOS patogenezine
yonelik olarak yaptiklari calismada teka-interstisyel hicre proliferasyonuyla
birlikte steroidojenik enzim aktivitesinde de artis meydana geldigini belirterek
bunun oksidatif stres veya bozulmus insulin sinyalizasyonuyla iligkili olarak
steroidojenik enzimlerin tekal ekspresyonlarinin artmasi sonucu gelismis
olabilecegini 6ne  sirmislerdir’®  Okutsu ve arkadaslari, ekzojen
androstenedion uygulamasi sonrasi overlerde granuloza hucrelerinin bol

miktarda lipid damlaciklar icerdiklerini, oositi bulunmayan ve ince graniloza
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hiicre tabakasina sahip genis antral folikullerin (foliktler kistler) i¢ yuzinde
yassli ve epiteloid hicrelerin bulundugunu, kist olusumuna bagli olarak apoptotik
hicre sayisinda artis ile birlikte makrofajlarin goéruldiguna kaydetmislerdir.
Ayrica granuloza hucrelerinde luteinizasyondan  sorumlu  enzimlerin
ekspresyonlarini tespit eden arastirmacilar, folikuler kistlerin antral foliktllerden
meydana geldigini ve androstenediyon uygulamasinin ovaryan folikdl
gelisiminin ileri asamalara ulagsmasini ve ovulasyonu engelledigini
beIirtmigIerdir79, Zhang ve arkadaslari DHEA ile PKOS olusturulan gruplarin
over kesitlerinde, teka interna tabakalari oldukg¢a belirgin i¢i sivi dolu kistik
folikullerin sayica artis gosterdigini rapor etmislerdir’’ Tessaro ve arkadaslar
ise calismalarinda; DHEA uygulamasiyla genis foliklllerde graniloza hicre
tabakasinin inceldigini ve teka hucre tabakasinin kalinlastigini kaydetmiglerdir.
Ayrica arastirmacilar tarafindan kistik folikil olusumunun yani sira atrezide
ilerleme ve granuloza hucrelerinde piknotik degisikliklerin meydana geldidi,
bazal membranin kesintili bir yap1 gdsterdigi, graniloza hicrelerinin birbirinden
ayrildigi, folikil duvarinin i¢ kisminda yassilasmis epiteloid karakterdeki
hiicrelerin ve folikiil sivisi igerisinde makrofajlarin bulundugu rapor edilmistir’,
Calismamizda, D vitamini tedavisi sonrasi ovaryan folikul
yapilarinda iyilesme gozlenmis olup benzer sonuglar farkli arastirmacilar
tarafindan da kaydedilmistir. Yapilan c¢alismalarda endokrin mekanizmalarin
folikiler gelisim, folikll secgimi ve folikller atrezi Uzerinde kritik rol oynadigi
belirtimis olup, PKOS’nda testosteron artisinin granlloza hUlcrelerinde
aromataz aktivitesi ve 17p-6stradiol sekresyonunu etkiledigi ve folikil gelisimini
bozdugu belirtiimistir. Arastirmacilar testosteronun o6zellikle erken gelisim
dénemindeki foliklller Uzerine etki ettigini ve 1,25-D3’0n testosteronun bu
etkisini azalttigini ileri stirmislerdir® D vitamini eksikligi PKOS’lu hastalarda
ortak risk faktdri olarak degerlendirimekte olup, folikil gelisimi Uzerine
etkilerine bakildiginda; D vitamini eksikliginin Ca™ regilasyonunu bozdugu ve
bunun sonucunda PKOS’lu kadinlarda folikller gelisimin durdugu, buna bagli
olarak menstruasyon ve fertilite bozukluklarinin meydana geldigi rapor
edilmistir®®. Bazi deneysel calismalarda, VDR-eksik mutant farelerde, giinlik D

vitamini desteginin intestinal kalsiyum emilimini artirdigi, PKOS semptomlarini
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ve gonadal disfonksiyonu tedavi ettigi belirlenmistir®. Ott ve arkadaslari PKOS'lu
kadinlarda duguk hamilelik ve folikul gelisim oranlarinin, dugik veya eksik
25(0OH)D seviyeleri ile iligkili oldugunu rapor etmisler ve ovaryan stimulasyon
uygulamasi goéren PKOS’lu infertil kadinlarda D vitamini desteginin yararli
etkileri olabilecegini ileri siirmislerdir® Bunun yaninda, IVF tedavisi gdren
kadinlarda serum ve folikuler sivida D vitamini dizeyinin yuksekligi ile artan
hamilelik basarisi iliskilendirilmistir®®.

Calismanin sonuglari degerlendirildiginde DHEA ile olusturulan PKOS
sican modelinde elde edilen bulgularin PKOS’lu kadinlarda g6zlenen bulgular
ile genellikle benzerlik gosterdigi ve D vitamini tedavisinin overdeki yapisal ve

hormonal degisiklikler Gzerinde olumlu etkilerinin bulundugu kanaatine varildi.
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6. SONUG VE ONERILER

DHEA ile olusturulan PKOS si¢gan modelinde, D vitamini tedavisinin
over Uzerine etkilerinin biyokimyasal, i1sik ve elektron mikroskobik dizeyde

kargilastirmali olarak degerlendirildigi bu calisma sonucunda;

1. Serum FSH, LH degerleri, LH/FSH orani ve testosteron duzeyi PKOS
grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak yluksek bulundu.

2. Tedavi grubunda FSH, LH degerleri, LH/FSH orani ve testosteron
duzeyi PKOS grubuna gore anlaml olarak duguk bulundu.

3. Tedavi sonunda FSH degeri kontrol grubuyla benzerlik gésterirken,
LH, LH/FSH ve testosteron degerleri kontrol grubuna gbére hala
yuksek bulundu.

4. Folikul sayimi sonucu, primer folikul, sekonder folikil ve korpus
luteum sayilarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi.

5. Tersiyer folikil sayisinin PKOS grubunda kontrol grubuna goére
anlaml olarak azaldigi tedavi uygulanan grupta ise PKOS grubuna
gore artarak kontrol grubuyla benzerlik gosterdigi saptandi.

6. Atretik folikll sayisinin PKOS grubunda kontrol grubuna gére anlaml
olarak arttigi tedavi grubunda ise PKOS grubuna gore azaldigi ve
kontrol grubuna yakin bir degere ulastigi gozlendi.

7. Kistik folikil sayisi PKOS grubunda kontrol grubuna goére anlaml
derecede artis gostermisti ve tedavi uygulanan grupta kistik folikul
sayisi anlamli derecede azalmakla birlikte, kontrol grubuna goére hala
yuksekti.

8. Isik mikroskobik olarak PKOS grubunda ¢ok sayida atretik ve Kistik
folliktllerin bulundugu, kistik foliklllerde oosit ve korona radiyatanin
g6zlenmedigi, antrumun olduk¢a genisledigi, granuloza tabakasinin
belirgin sekilde inceldidi ve teka tabakasinin kalinlastigi izlendi.

9. Igik mikroskobik olarak tedavi grubunda kistik yapidaki folikullerin
sayica daha az oldugu ve ¢aplarinin kiguldigu gozlendi.
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10. Elektron mikroskobik dizeyde, PKOS ve tedavi gruplarinda bulgular
1IS1k mikroskobik bulgularla uyumluydu.

Bu bulgular 1siginda, calismamizda kullanilan DHEA sican modeli,
hormon duzeyleri nedeniyle hiperandrojeneminin bir gostergesi olup ¢alismaya
ait sonugclarin, hiperandrojenik ve hiperinsilinemik fenotipteki kadinlarda
gortlen PKOS ile benzerlik géstermesi muhtemeldir. Ayni sekilde diger rodent
modellerinin (prenatal donemde androjenize edilen fareler, estradiol valerate
kullanimi vb.) farkli PKOS kadin fenotipi 6zelliklerine benzerlik gostermesi de
olasidir. Uygulanan modellerde zamanlama, androjen uygulamasinin suresi ve
verilen hormon miktarinin farkhiigindan dolayi, sonuglarda da farkhliklar
gOzlenebilmektedir. Bu nedenle; tim PKOS'lu kadinlarin ayni fenotipik
Ozellikleri sergileyemeyecegi ve farkh PKOS fenotipine sahip hastalarin
overlerinde g6zlenen degisikliklerin degerli bilgiler kazandirabilecegi akilda
tutulmalidir.

Sonug olarak, PKOS 1935’te tanimlanmis olmasina ragmen gunimuizde
patogenezi hala tam olarak aydinlatilamamistir ve her gegen gun farkli tedavi
yontemleri onerilmektedir. Calismamizda tedavi yontemlerinin bir yenisi olarak
son zamanlarda sik¢a kullanilan D vitamini desteginin metabolik sorunlari
dizeltici etkisinin yaninda, overdeki yapisal degisiklikleri etkileyip etkilemedigi
degerlendirilmigtir. Daha 6nce PKOS’unda D vitamini tedavisinin over Uzerine
etkilerini inceleyen herhangi elektron mikroskobik bir galigmaya rastlanmamistir.
Bu ylzden yaptigimiz ¢alisma, bu konudaki ilk ¢alisma olmasi nedeniyle 6nem
tasimaktadir.

Cahigsmanin degerlendiriimesi sonucu, PKOS grubunda gbzlenen
hormonal ve yapisal degisiklikler Uzerine D vitamininin olumlu etkileri
gorulmekle birlikte daha uzun sure kullanimiyla tedavinin etkisinin artabilecegi
dUsundldi. D vitamininin uzun sure kullanimiyla ilgili daha fazla ¢alismanin
yapilmasi ve etkilerine yonelik bilgilerin artmasiyla birlikte PKOS’lu hastalarda

bir tedavi segenegi olarak kabul gorebilecegi sonucuna varildi.
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