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OZET

GIRIS: Calismamizda yiiksek yagli diyetle obezite modeli saglanarak
karaciger yaglanmasi elde edilen disi ratlarda, serum AMH ve FSH
seviyelerine bakilarak yaglanmanin over rezervi lzerine etkisini

degerlendirmek amaglanmistir.

MATERYAL VE METOD: Calismamiz i¢in Sakarya Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan (SUHADYEK) 07.10.2020 tarih ve 57
sayili karar1 ile onay alinip tiim deneysel uygulamalar etik kurallara uygun
sekilde yiiriitiilmistiir. Deney sonunda elde edilen dokularin histopatolojisi
Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi patoloji labaratuvar: ve
biyokimya degerleri ise Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya

Anabilim Dal arastirma laboratuvarlarinda c¢alisildi.

BULGULAR: Bu calisma 16 adet Spraque Dawley cinsi disi rat ile
baslamakla birlikte ikinci haftada kontrol grubundan 1 adet hayvanin ex
olmasi nedeniyle ¢alismaya 15 adet rat (DG n=8, KG n=7) ile devam edildi.
Calisma baslangic1 ile karaciger yaglanmasi sonrasi C.A. ortalamalari
yoniinde olusturdugumuz kontrol ve deney gruplarmin her ikisinde de
agirhik Olctimleri istatistiksel anlamli olarak artmistir (p<0.001). Deney

grubundaki artis kontrol grubuna kiyasla daha fazla olmustur (p<0.001).

SONUGC: Yaptigimiz deney sonunda hem kontrol grubu hem de karaciger
yaglanmas1 elde ettigimiz deney grubu Spraque Dawley disi ratlarinin
cogunda patolojik olarak PKOS varlig1 tespit ettik. Karaciger yaglanmasi
elde ettigimiz deney grubu ratlarindaki AMH, FSH seviyeleri ile karaciger
yaglanmasi1 gelismeyen kontrol grubu ratlarindaki AMH, FSH seviyeleri
kiyaslandiginda deney grubu ratlarunda AMH seviyeleri daha diisiik
sonugland1 fakat ne AMH ne de FSH seviyelerinde istatistiksel agidan
anlamli bir fark yoktu. Elde ettigimiz tiim bu veriler sonucunda biz
karaciger yaglanmasmin over rezervi Tlizerine anlamli bir etkisini

gozlemlemedik.
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SUMMARY

Fatty Liver Evaluation of the Effect on Ovarian Reserve

INTRODUCTION: In our study, it was aimed to evaluate the effect of adiposity on
ovarian reserve by looking at serum AMH and FSH levels in female rats with fatty

liver by providing an obesity model with a high-fat diet.

MATERIALS AND METHODS: For our study, approval was obtained from
Sakarya University Animal Experiments Local Ethics Committee (SUHADYEK)
with the decision dated 07.10.2020 and numbered 57, and all experimental
applications were carried out in accordance with ethical rules. The histopathology of
the tissues removed at the end of the experiment were studied in Sakarya University
Medical Faculty Histology Department and biochemistry values were studied in

Sakarya University Medical Faculty Biochemistry Department research laboratories.

RESULTS: Although this study started with 16 female Spraque Dawley rats, the
study was continued with 15 rats (DG n=8, KG n=7) since one animal from the
control group died in the second week. Weight measurements in both control and
experimental groups, which we formed in the direction of body weight averages at
the beginning of the study and after liver fattening, increased statistically
significantly (p<0.001). The increase in the experimental group was greater than in
the control group (p<0.001).

CONCLUSION: At the end of our experiment, obesity developed in all of the study
group, in which we obtained fatty liver, and in some of the control group. The
presence of PCOS was found pathologically in all rats with obesity. There was no
statistically significant difference between the AMH, FSH values in the study group
rats with fatty liver and obesity and the AMH, FSH values in the control group rats
without fatty liver and obesity or only developing obesity. In the light of all these
data we have obtained, we observed the effects of obesity on ovarian reserve in this

study, but we did not observe a significant effect of fatty liver on ovarian reserve.

KEYWORDS: Fatty Liver, Ovarian Reserve, Obesity, PCOS, Rat Ovary and Liver
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1. GIRIS

KARACIGER YAGLANMASININ OVER REZERVINE ETKIiSIiNIN
DEGERLENDIRILMESI

Alkol dis1 nedenlerden dolayr olusan karaciger yaglanmasi (Non-alcoholic Fatty
Liver Disease-NAFLD) son zamanlarda en ¢ok arastirilan klinik bulgulardan
birisidir. NAFLD tanisinin primer belirtisi olan steatoz, karaciger agirliginin %5’ten
fazlasinn yaglanmasi olarak tanimlanmaktadir (Kleiner, Brunt et al. 2005). Diyabetes
Mellitus (DM) ve obezite gibi hastaliklarin tilkemizdeki prevelans artist NAFLD nin
onemini daha da belirginlestirmektedir (Lonardo, Nascimbeni et al. 2017). Diinya
genelinde NAFLD prevelanst konusunda net veriler olmamakla birlikte gelismis
ulkelerde %20-30 civarinda oldugu belirtilmektedir (Neuschwander-Tetri 2017).
NAFLD’nin ileri evrelerinde metabolik sendrom, Kkaraciger fibrozisi, alkolik
olmayan yagli karaciger iltihabi, siroz ve hepatoseliler karsinom (hepatocellular
carcinoma-HCC) riski artmaktadir. Yani NAFLD basta kardiyovaskiiler sistem
(KVS) olmak Gzere birgok sistemi etkileyebilmektedir. (Buzzetti, Pinzani et al.
2016). NAFLD yasam dongiisiinde intrauterin donem kadar ¢ok erken donemlerde
bile baslayabilmektedir. NAFLD kadinlarda erkeklere gore %40-80 daha yaygin
gorilmektedir. NASH ise erkeklerde daha sik goriilmektedir (Matteoni, Younossi et
al. 1999). Bununla birlikte kadinlarda 6strojen hormonunun NAFLD’yi baskiladigimi
gbsteren calismalar da mevcuttur (Oz 2019) Fakat over rezervi (OR) veya
endometrium reseptivitesi tizerine herhangi bir etkisinin s6z konusu olup olmadigi

bilinmemektedir.

Over rezervi, menstrual siklusun folikiiler fazinin ge¢ déneminde oositlerdeki say1,
kalite ve lireme potansiyelini yansitmaktadir (2015). Azalmis ya da diisik over
rezervi (DOR), lireme ¢agindaki diizenli menstruasyona sahip bir kadinin kendi
akran grubuna gore primordial folikiil sayisinda ve oosit kalitesindeki azalma olarak
tanimlanmaktadir (Kahyaoglu 2019). Diisiik over rezervine, Viicut agirhgi, vicut
kitle indeksi [VKIi= kilo (kg)/boy (m) uzunlugunun karesi)], kan basinci, kalp atim

hizi, tiroid muayenesi, meme akintisi, akintinin 6zelligi, androjen fazlaligi, vajinal



veya servikal anormallikler, akinti, siglik, pelvik veya abdominal gerginlik, adneksiel
kitle, adneksiel modularite, uterus sekli, boyutu, pozisyonu, mobilitesi vb. gibi
durumlar sebep olmaktadir (Topgu, Evliyaoglu et al. 2017). DOR tanisin1 net bir
sekilde koyabilmemiz igin literatiirde tam ve kesinlesmis ortak bir nokta yoktur.
Tremellen ve arkadaslari bu konuda bir tanisal protokol olusturmuslardir. Bu
protokol incelendiginde over rezervi belirteci olarak en uygun testin Anti-Mullerian
hormone (AMH) testinin oldugunu saptamislardir. AMH <10 persantil degeri
olustugunda kontrol AMH ve menstruasyonun 3-5. ginleri serum folikal stimile
edici hormon (FSH) ile antral folikiil sayisima (AFC) bakilabilecegini
belirtmektedirler (Tremellen and Savulescu 2014).

NAFLD’nin obezite, instlin direnci, dislipidemi gibi birgok hastalikla iligkisi ortaya
konmustur, fakat uterus, over rezervi, endometrium reseptivitesine bagli herhangi bir

hastaliga veya duruma etkileri {izerine bir ¢alisma pek fazla s6z konusu olmamastir.

Calismamizda yiiksek yagl diyetle obezite modeli saglanarak karaciger yaglanmasi
elde edilen disi ratlarda, serum AMH ve FSH seviyelerine bakilarak yaglanmanin

over rezervi lizerine etkisi degerlendirilmek istenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ALKOLIK OLMAYAN YAGLI KARACIGER HASTALIGI (NON-
ALCOHOLIC FATTY LIVER DISEASE-NAFLD)

Alkolik olmayan yagl karaciger hastaligi, 6nemli miktarda (kadinlar i¢in >20 gr/giin,
erkekler i¢in >30 gr/giin) alkol tiiketimi olmayan veya hi¢ kullanmayan kisilerin
karacigerinde yag infiltrasyonu ile karakterize olan durumu ifade etmektedir (Stal P
(Stal 2015). Histopatolojik olarak alkole bagh karaciger zedelenmesinden (basit
yaglanmadan alkolik olmayan steatohepatite kadar olan genis spektrum) ayirimi giig
olabilmektedir. Alkolik olmayan yaglh karaciger hastaligi tanisinin primer belirtisi
olan steatoz, karaciger agirliginin %5’in lizerinde bir oranla yaglanmasi durumu
olarak tanimlanmaktadir (Kleiner, Brunt et al. 2005). Diinya ¢apinda ciddi bir saglik
sorunu haline gelen NAFLD'nin prevalansit konusunda net veriler bulunmamakla
birlikte gelismis tilkelerde %20-30 civarinda oldugu bildirilmektedir (Neuschwander-
Tetri 2017).

Alkolik olmayan yagli karaciger hastaligi iginde 2 farkli tipte yaglanma soz
konusudur: Steatoz ve alkolik olmayan yagli karaciger iltihabi (Non-alcoholic
Steatohepatitis-NASH). NASH Kkaracigerde yaglanma ve iltihabi infiltrasyon,
hepatositlerde balonlasma, mallory cisimcikleri, megamitokondria ile ileri evrelerde
fibrozis ve sirozun goriildiigi bir tablodur (Matteoni, Younossi et al. 1999). Steatoz,
yani basit karaciger yaglanmasi olarak ifade edilen taniya sahip hastalarda NASH’ de
oldugu gibi iltihabi infiltrasyon bulunmamaktadir. Cogunlukla kétiilesen bir tabloya
gitmemekte ve karaciger kan testleri de (Aspartat Aminotransferaz-AST, Alanin
Aminotransferaz-ALT) genellikle normal olmakla birlikte baz1 ¢alismalarda

komplike de olabildigi gosterilmistir (Sonsuz 2005).
NAFLD ile ilgili tanimlar: (John M. Inadomi 2022)

NAFLD: Onemli miktarda alkol tiiketimi olmayanlarda (kadinlar igin >20 gr/giin,
erkekler igin >30 gr/giin), yagh karaciger hastaligindan steatohepatite (SH), hatta
siroza kadarki tiim yaglh karaciger hastaliklar1 (Fatty Liver Disease-FLD).



NAFL: Hepatositlerin balonlagsmas1 veya fibrozis belirtisi gibi hepatoselliiler
hasarlanma kanit1 olmadan >%35 hepatik steatoz (HS) varligi. (Karaciger yetmezligi

ve siroza ilerleme riski minimum olarak kabul edilmektedir).

NASH: Fibrozis olsun veya olmasin hepatosit hasari (balonlagma) ve inflamasyon ile
birlikte >%35 HS goriilmesi. (Siroz, nadiren karaciger kanserine ilerlese de genellikle

karaciger yetmezligi tablosuna gidebilmektedir).

NAS: Olgiilmemis bir steatoz, lobiiler inflamasyon ve balonlasma skorlar
bilesimidir. NAS, klinik ¢alismalarda NAFLD'l1 bireylerde karaciger histolojisindeki
farkliliklar1 Glgerek bunlar1 belirlemeye yarayan bir aragtir. Fibrozis ayri olarak

skorlanir.

SAF skoru: Steatoz miktari, aktivite (lobiiler inflamasyon+balonlasma) ve

fibrozisden olusan bir semikantitatif skor.

Tablo 1: NAFLD ile iliskili hastaliklar ve risk faktorleri (YILMAZ 2021)

Major Risk Faktorleri Minor Risk Faktorleri
Kilolu olmak/Obezite Hiperirisemi
Tip 2 Diyabetes Mellitus Hipotirodizm
insiilin direnci Barsak mikrobiyotasi
Hipertansiyon (HT) Uyku apne sendromu
Metabolik sendrom PKOS
Dislipidemi Genetik faktorler: PNPLA3*, TM6SF2*
Epigenetik faktorler: DNA metilasyon,
mikro RNA’lar

*PNPLAS3: Patatin-like phospholipase domain-containing protein 3-1148M,
*TM6SF2: Transmembrane 6 superfamily member 2.



2.1.1. Epidemiyoloji ve Prevalans

Ik olarak 1980 yilinda tanim yapilan NAFLD nedeni halen giinimiizde de net
olarak belli olmamakla birlikte prevalansi yas, cinsiyet, kilo gibi nicel kavramlara ve
etnik kokene gore farklilik gostermektedir (Festi, Schiumerini et al. 2013). Alkolik
olmayan yagl karaciger hastaligi, diyabetes mellitus (tip 2 diyabet), hiperlipidemi,
instlin direnci ve obezitede sik goriilmektedir. Yapilan aragtirmalarda NAFLD
siklig1 obezitede %30-100, tip 2 diyabette (T2DM) %10-75 ve hiperlipidemide %20-
95 oraninda goriilebilmektedir (Goren and Fen 2005). Obezite ile NAFLD arasinda
dogrudan yakin bir iliski bulunmaktadir, fakat bu her NAFLD olanda obezite ya da
her obezite olanda NAFLD olusacak anlamma gelmemektedir. Obez hastalarda
NAFLD prevalans1 yaklasik %75 civarindadir ve nitekim alkolik olmayan yagh
karaciger iltihabma sahip hastalarin %70 den fazlasi obezdir (Ekstedt, Franzén et al.
2006). Diyabetes Mellitus (DM) ve NAFLD arasinda da ciddi bir yakinlik s6z
konusudur. Alkolik olmayan yaglh karaciger inflamasyonu olan hastalarin ortalama

%75’inde T2DM goriilmektedir (Sonsuz 2005).

Karaciger kanseri, siroz ve dliime yol acacak kadar ilerleyebilen bir hastalik olan
NAFLD, Bat iilkelerinde kronik karaciger hastaliginin en yaygin nedenidir ve 2030
yilina kadar karaciger naklinin en sik goriilen sebebi olmasi beklenmektedir.
(Perumpail, Khan et al. 2017). Hastalik son zamanlarda gengler arasinda hizla
yayiliyor olmasma ragmen 50-60’l1 yaslarda zirveye ulasmaktadir. Kadinlar
erkeklerden daha fazla etkilenmelerine ragmen NAFLD icin bir risk faktorii
degildirler. Aksine dstrojen hormonunun NAFLD’ye kars1 onleyici bir etki gosterdigi
bilinmektedir. Dolayisiyla kadinlarda hastaligin zirveye ulagmasi ancak menapoz
sonras1 olmaktadir (Andronescu, Purcarea et al. 2018) (Marchesini, Bugianesi et al.
2003).

NAFLD’ nin ¢ocuklarda goriilme siklig1 genel anlamda %2,6 iken obez ¢ocuklarda
ise  9%22,5-22,8 olarak bildirilmektedir. Ulkemizde 80 milyon nifusun 19
milyonunda NAFLD bulunmakta ve bunun 2,5 milyonunu ¢ocuk yastaki bireyler
olusturmaktadir (Sheth and Gordon 1997). Ulkemizde NAFLD gériilme siklig1 %20-

25’lerde oldugu tahmin edilmektedir. Bu oran yiiksek olmasina karsin, yaglanma



sonucu hastalarin %80’inde ciddi bir saglik sorunu gelismemistir (Adams, Lymp et
al. 2005).

2.1.2. NAFLD Etiyopatogenezi

Alkolik olmayan yagli karaciger hastaliginda altta yatan, eslik eden veya sebep olan
bir ¢ok klinik etken s6z konusu olmaktadir. Bu etkenleri ayirt ederek dogru teshis
neticesinde hastaligin gidisatina yon vermek olduk¢a 6nem tasimaktadir. Karacigerde
yaglanmaya yol acabilen primer ve sekonder sebepler bulunmaktadir. Sekonder

sebeplerin varligi NAFLD tanisini diglar (Oneta 2002).

Tablo 2: NAFLD patogenezindeki primer ve sekonder sebepler (Oneta 2002)

Primer sebepler Sekonder sebepler

[laglar (kortikosteroid, metoteksat, tamoksifen, amiodaron,

Tip 2 Diyabet tetrasiklin, valproik asit)

Genetik ve Metabolik Hastaliklar (Alkole bagli yagh
Metabolik karaciger hastaligi, hepatit C, wilson hastaligi, A-

Sendrom hipobetalipoproteinemi, lipoditrofi)

Sistemik Hastaliklar (Galaktozemi, wilson hastaligi, glikojen
Hiperlipidemi depo hastaliklari, homosistiniri, weber-christian sendromu,

tirozinemi, hipopituitarizm)

Cerrahi Iliskili Nedenler (Genis ince barsak rezeksiyonu, ,

Obezite jejunoileal bypass, biliyopankreatik diversiyon, gastrik by-
pass)
Gida Iliskili Nedenler (uzun siireli total parenteral niitrisyon,
Leptin Eksikligi uzun siireli aclik)
Diger nedenler (Total paranteral niitrisyon, ince barsak
divertikulleri, ciddi anemi, gebeligin akut Kkaraciger
Leptin Direnci yaglanmasi, inflamatuvar barsak hastaliklar1 ve bakteriyel

asir1 gelisim, kronik hepatit C, hizli kilo kaybi, lipodistrofi,
AIDS)

Insiilin Direnci




NAFLD ile ilgili pek ¢ok galismaya ragmen, patogenezi hakkinda halen bilgilerimiz
yetersiz kalmaktadir. Fakat genel anlamda bakildiginda vakalarin ¢ogundan insiilin
direnci sorumlu tutulmaktadir. Viicutta normalden fazla bulunan karbonhidratlar yag
asitlerine ve yag dokusunda trigliseritlere dontstiiriilerek depo edilmekte ve
karacigere tasinmakta veya kas dokusunda enerji kaynagt olmasi icin
kullanilmaktadir. Periferal yag dokusundan serbest yag asiti (SYA) salinimi
artmasiyla karacigerde serbest yag asitlerinin sentezinde artis meydana gelmekte ve
SYA’nin diisiik dansiteli lipoprotein (low density lipoprotein-LDL) ve ¢ok diisiik
dansiteli lipoprotein (very low density lipoprotein-VLDL) olarak salinmasinda
azalmayla karacigerde yag birikimi meydana gelmektedir (Rao and Reddy 2001).
Insiilin direnci NAFLD patogenezinde ve ileri evrelerinde anahtar roliinde oldugu

diistiniilmektedir.

Hastalikla ilgili ilk olarak ‘“Two Hit Hypothesis’ iki vurus hipotezi ile NAFLD
patogenezi ilk olarak 1998 yilinda Day ve James tarafindan agiklanmistir (Day
1998). Iki-vurus hipotezi; insiilin direnci, beslenme faktorleri, genetik ve epigenetik
faktorler, adipoz dokudan salgilanan hormonlar ve bagirsak mikrobiyatasinin da
dahil oldugu bir teoridir (Schwimmer, Celedon et al. 2009). insiilin direnci ile artan
serbest yag asitleri tarafindan meydana gelen steatoz karaciger i¢in ilk vurustur
(Sonsuz 2005). Hepatositlerdeki lipit birikiminin ciddi derecede artarak toksik
diizeye ulagsmasiyla da hepatosit i¢cinde inflamasyon ve oksidatif stres olusumu
baslar. Bir dizi reaksiyon sonrasi sonugta serbest radikaller ortaya ¢ikarak hepatosit
hasariyla steatohepatit meydana gelmektedir (Buzzetti, Pinzani et al. 2016).
Karacigerde fibrozis/NASH gelisiminde rol oynadigi disiiniilen ikinci wvurus
teorisidir (Neuschwander-Tetri 2017). Giiniimiizde hastaligin patogenezinde kabul
edilen iki wvurus hipotezi yerini ‘multiple-hit’ yani ¢oklu vurus teorisine
birakmaktadir; bu teoride hiicresel inflamasyon ve insiilin direnci es zamanl
meydana geldigi; insiilin direnci, beslenme faktorleri, adipoz dokusu hormonlari,
genetik ve epigenetik unsurlarin bu hipotezde etken oldugu gosterilmektedir (Alam,
Mustafa et al. 2016). Hastaligin patogenezinin klasik goriiniimii, enerji alimi ile
harcanmasi arasindaki orantisizligin bir neticesi olan obezitenin NAFLD patogenezi

Uzerindeki etkisini vurgularken, mevcut ¢aligma, metabolik endotoksinler ve diisiik
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dereceli inflamasyonun altin1 ¢izmektedir zira hepatik barsak aksi yoluyla barsak
biitiinliigliniin bozulmas1 hastaligin gelisimine neden olmaktadir (Kirpich, Marsano
et al. 2015).

Klinik Bulgular

Genellikle semptom bulunmasa da, nadir de olsa bazi hastalarda halsizlik, karinda

rahatsizlik hissi gibi semptomlar goriilebilmektedir.

2.1.3. Tam

NAFLD, genelde semptomsuz seyretmekle beraber fizik muayene bulgularinda
obezite ve %75 gibi bir oranla hepatomegali saptanabilmektedir. Kimi hastalarda
halsizlik ve sag iist kadran agris1 goriilmektedir. NAFLD, hiperlipidemi ve diyabete
eslik ettigi sikga goriilse de saglikli viicut agirhigina sahip ek hastalii olmayan

kisilerde hatta gocuklarda bile goriilebilmektedir (Glingdr and Tirker 2016).

NAFLD’li bireylerin laboratuvar degerleri incelendiginde aspartat aminotransferaz
(AST) ve alanin aminotransferaz (ALT) sonuglarinda sapmalar gorilebilmektedir.
Ancak bazi hastalarda transaminaz seviyelerinin tamamen normal oldugu da
gorulebilmektedir. Anormal sapmalar goriilen hastalarda bu degerler normalin 2-3
kat1 kadar bir yiikseklige ¢iksa da genellikle AST’nin ALT’ye orani 1 ’in altinda
olmaktadir. Bu oranmn 1 ’in {stiine ¢iktigi durumlarda hastada ileri evre karaciger
hastaligi ya da alkole bagli karaciger hasar1 mevuttur. Alanin aminotransferaz
seviyesi Ust sinir1 erkeklerde 35 U/L, kadmlarda 25 U/L olarak giincellenmistir
(Mottin, Moretto et al. 2004), (Ferraioli and Monteiro 2019). Hastalarin %50’sinin
laboratuvar bulgularinda alkalen fosfotaz (ALP) ve gama glutamil transferaz (GGT)
yiiksekligi de gortlmektedir (Sentiirk 2004). Metabolik risk faktorleri ve obezitenin
oldugu durumlarda lipit parametreleri, glukoz, aglik insiilin tetkikleri yapilmalidir

(Sheka, Adeyi et al. 2020).

NAFLD ye ait Ozellikli klinik ve labaratuvar bulgularnin olmamasi nedeniyle
goriintiileme yontemleri 6nemli hale gelmistir. Yaglanma tanisi tespitinde en ¢ok
tercih edilen yontem hem ucuz hem kolay ulasilabilir olmasindan 6tiirii
ultrasonografidir (USG). Ancak yetersiz geldigi durumlarda manyetik rezonans
gorintileme (MR) ve bilgisayarli tomografi (BT) de kullanilabilmektedir. Fakat tiim



bu yoOntemler steatozu saptamaktan baska bir bilgi vermedigi i¢in giivenilirligi
sorgulanmaktadir. NAFLD igin altin standart metod karaciger biyopsisidir. NASH ve
NAFLD ayrimi ve fibrozisin kaniti i¢in kesin olan bu metod invaziv bir girisim
oldugundan olas1 komplikasyonlarin eslik etme ihtimali géz Oniine alinarak
gerekliligi degerlendirilmelidir. Toplumumuzda ¢ogunlukla diisiik dereceli NASH ya
da basit yaglanmaya sahip olundugundan her hastaya biyopsi uygulanmasi elzem
degildir. Bu gerekliligin ayrimi da noninvaziv yontemlerle risk belirlenerek

yapilmaktadir.

USG ‘nin radyasyon igermemesi, %97 spesifite ve %94 oraninda sensitiviteye
(Sakamoto, Ishizaka et al. 2013), MR ‘nin ise %92.3 spesifite ve %100 oraninda
sensitiviteye sahip olmast NAFLD tanisinda en ¢ok tercih edilen yontemler

olmalarini saglamistir (Schreuder, Verwer et al. 2008).

Normal

Resim 1: Saglikli ve yagli karacigerin USG goriintiisii (GORGULU 2019)

USG i¢in en 6nemli tani kriteri ekojenite artisidir. Hafif ekojenite artis1 grade 1,
ilimli artis ve hepatik vaskiiler yapilarda soniikliik grade 2, belirgin ekojenite artisi
ile diyafram konturlerinde soniiklilk grade 3 olarak degerlendirilmektedir (Mottin,
Moretto et al. 2004), (Palmentieri, De Sio et al. 2006).

Semikantitatif skorlama yonteminin taniya 6zgii kullanimindan ilkin hastaligin
agirh@gim  belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Burada baslarda viral hepatitlerde
kullanilan metodlardan etkilenildigi diistiniilebilmektedir. Bu skorlama ydntemlerinin
birincisi Brunt tarafindan 1999 senesinde onerilmis olan yontemdir (Brunt, Janney et
al. 1999). Bu siniflama sonradan ayn1 yazar tarafindan kismen modifiye edilmis olup

temelde yaglanma ve iltihabi infiltrasyon ile iliskili bulgular Grade I, Grade II ve



Grade III olarak derecelendirilirken, fibrozis I, II, IIT ve IV (Siroz) seklinde
smiflandirilmistir (Tablo 12) (Brunt 2004).

Giintimiizde tan1 amagli kullanilan non-invaziv testler; laboratuvar (NAFLD fibrozis
skoru veya FIB-4 skoru) veya titresim ile kontrol edilen elasyografik yontemler

(Fibroscan) 6nem kazanmaistir.

NAFLD fibrozis skoru; bozulmus aglik insiilin/DM varhigi, VKI, yas, ALT, AST,
trombosit ve albimin seviyeleri kullanilarak; FIB-4 skoru ise; yas, ALT, AST ve
trombosit degerleri kullanilarak Olgiilen ve hastada fibrozis derecesini anlamayi,
dolayisiyla da medikal tedavi ihtiyact olup olmadigina karar verilmesinde yardimci

olan noninvaziv testlerdir.

Steatohepatit veya ileri fibrozis riski yiiksek olanlara karaciger biyopsisi

uygulanmalidir.

T

Sekil 1: NAFLD, NASH ve Siroz Histopatolojisi (GORGULU 2019)

2.1.4. Prognoz ve Eslik Eden Hastahklar

NAFLD olusumuna sebep olan veya NAFLD’nin sebep oldugu pek ¢ok hastalik
mevcuttur. Prognozu basit steatoza sahip olgularda ¢ogunlukla iyi seyirli iken kimi
olgularda hepatoseluler karsinom ve siroza kadar ilerleme g0sterebilmektedir.
Yapilan bir caligmada karaciger yaglanmasi kaynakli olgularin mortalitesi
incelendiginde toplumdaki tim olgular iginde {igiincii sirada yer aldig1 goriilmektedir
(Sberna, Bouillet et al. 2018). Karaciger yaglanmasi morfolojik yapilarina gore

mikrovezikiler, makrovezikiller ve kombine tip olmak iizere 3 ayr1 Ozellikte

10



siiflandirilmaktadir. Mikrovezikiiler yaglanma sirasinda, hepatositlerde kiigiik
triacilgliserollerinin (TAG) damlaciklari birikir. Gebeligin akut yagl karacigeri, reye
sendromu gibi hastaliklarda ve ila¢ kullanimina baglh (tetrasiklin, valproik asit vb.)
klinik olgularda gorilebilmektedir. Makrovezikiiler yaglanmanin sebepleri arasinda
alkol, ilaclar, cerrahi sebepler; intestinal bypass cerrahi (jejunoileal ve jejunokolik
bypas), bagirsak rezeksiyonu, gastropati, niitrisyonel; ani kilo kaybi, obezite, protein-
enerji malndtrisyonu, diger nedenler; karaciger toksinlerine mesleki maruziyet olarak
sayilabilmektedir (Kelesoglu 2010).

Mikst yaglanma (daha ¢ok polimorfoniikleer agirlikli) ise lobiiler inflamasyon ve
hepatosit hasar1 (balonlagsma) ile olusmaktadir (Brunt, Tiniakos et al. 2002).

Obezite NAFLD icin en guclu risk faktorudur. Alinan karaciger biyopsilerinde
steatohepatit ve steatoz yayginligi obezitesi olmayan kisilerde %3 ve %15 iken vicut
kitle indeksi 30-40 kg/m2 olan kisilerde sirasiyla %20 ve %65, viicut Kitle indeksi
40kg/m2 ve tlizerinde olan kisilerde ise sirastyla %40 ve %85 olarak kaydedilmistir
(Fabbrini, Sullivan et al. 2010).

Non alkolik yagli karaciger hastaliginin basit steatozdan fibrozise dogru
ilerlemesinin habercilerinden biri olan diyabet de NAFLD icin olduk¢ca ¢nem
tasimaktadir. Yapilan bazi ¢aligmalarda Tip 2 DM ’ye sahip hastalarda NAFLD ‘nin
daha agresif seyrettigi bu nedenle dogrudan bir iliski i¢inde oldugu goriilmiistiir

(Ortiz-Lopez, Lomonaco et al. 2012).
2.2. KARACIGER YAGLANMASI VE OBEZITE

Artan plazma SYA, yag dokusunda artan lipoliz veya karaciger disi dokuda
lipoprotein lipaz tarafindan lipoproteinlerin TAG hidrolizi nedeniyle karaciger
tarafindan VLDL olarak emilmekte ve sentezlenmektedir. VLDL sentezi karaciger
kabiliyetini astiginda, karacigerde TAG birikmektedir. Karacigerdeki TAG seviyesi
yiiksek yaglt bir diyet ve aglikla aniden artmaktadir. Cogu durumda (6rnegin aglik),
VLDL salgilanmasi da bozulmaktadir. Bunun nedeni diisiik insiilin seviyeleridir

(Murray, Granner et al. 2004).
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Obezitede insulin direnci ve non alkolik yagl karaciger hastaligi gelisimindeki
korelasyonu, yag dokusunda lipidden zengin serbest yag asitlerinin artan saliimai ile
aciklanabilir (Demir K 2004). Insiilin normalde yag dokusunda lipogenezi uyarir.
Normal saglikli bireylerde aglik sirasinda serbest yag asitleri salinirken, bu SYA’leri
yemekten sonra yaga doniistiiriilerek insiilin ile depolanir. Insiilin direncinde
yemekten sonra serbest yag asidi salgis1 devam eder. Ayni zamanda yag dokusu

depolar arttik¢a serum serbest yag asidi seviyeleri de artar.

Obez bireylerde insulin direnci, ani veya hizli kilo kaybi1 ve artan lipoliz, NAFLD
gelistirme riskini artirmaktadir (Demir K 2004). Ozellikle santral obezite durumunda
yag dokusunda serbest yag asitlerinin atilimi artmaktadir. Bu faz sirasinda, serbest
yag asitleri, karacigerde hala insiiline duyarl esterlenmis olarak depolanmaktadir (ilk
vurus). Artan yaglama siddeti ile lipotoksisite gelismekte ve oksidatif stres
artmaktadir. Yaglanma varhiginda oksidatif stres lipid peroksidasyonunu
indlklemektedir. Hepatit, zamanla serbest oksijen radikallerini artirarak gelismekte

ve TNF-a (tumor necrosis factor) ekspresyonuna neden olmaktadir.

Tedavi

Giderek artan obezite, hiperlipidemi ve DM sikligina paralel olarak karaciger
yaglanma siklig1 ve buna baglh olusabilen klinik bulgular ve hastaliklarin da siklig1
son yillarda ciddi artig gostermektedir. Karaciger yaglanmasinda tedavi secenekleri
giiniimiizde halen smirlidir. Agresif kan sekeri regiilasyonu, hiperlipideminin
tedavisi ve diyet uygulanmasi (basit yaglanma i¢in agirliginin >%3-5, NASH igin
agirhigimin >%7-10 kilo verilmeli) tedavinin temel basamaklaridir. Bunlarin diginda
Steatohepatit veya fibrozis gelistigi diisiiniilen olgularda pioglitazon veya vitamin E
kullanilmas ile ilgili yapilan ¢aligmalar da umut vaat edici goriilmektedir. Bariatrik
cerrahi uygulanmasi uygun hastalarda yararli bir tedavi segcenegi olabilmektedir.
(John M. Inadomi 2022). Ozellikle NASH’e bagh gelisen sirozlu hasta sayisi ve

dolayisiyla karaciger transplantasyonu endikasyonu da artis gostermektedir.
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2.3. OVER TANIMI VE ANATOMISI

Over, pelvik boslukta uterusun her iki tarafinda tuba uterina ucunda yer alan ovoid
sekilli bir ¢ift organdir. Rektumun 6n bolgesinde ligamantum latumun arka kismina
asil1 goriiniimde pelvik duvara yakin bulunmaktadir. Tubal (ust) ve uterin (alt) olmak
Uzere iki ucu, i¢ ve dis olmak Uzere iki ylizu, 6n (mezovaryum) ve arka (serbest)
olmak {izere iki kenar1 vardir (Pellegatta, Bertelli et al. 2003). Tuba uterinalar
ucunda yer alan fimbriyalar her iki over iizerine salinirlar ve periton boslugundan dis
ortama aciklig1i saglamaktadirlar (Kase and Disorders 2013). Infindibulopelvik
ligament overleri dis tarafindan pelvik duvara, utero-ovaryen ligament ise i¢
tarafindan uterusa baglamaktadir. Overin sinir ve damarlart infindibulopelvik

ligament iginde yer almaktadir.

O — (faﬂopian) — suspensory ligament of ovary

ligament of ovary

ampulla

isthmus
intra-

S

ovarian
medulla

infundibulum

endometrium < ;
fimbriae

myometrium

) cervix
ovarian

cortex mesovarium| proad
mesosalpinx Il?ament
: of uterus
ovary mesometrium
round ligament of uterus
© 2012 Encyclopaedia Britannica, Inc. vagina uterosacral ligament

Resim 2: Uterus, Tuba uterinalar ve overlerin anatomisi (Encyclopadia Britannica

2012)

Overler hormon sentezi (progesteron ve 0strojen) ve gametlerin Uretilmesinden
(gametogenez) sorumludur. Hipotalamustaki norosekretuvar hiicreler tarafindan
sentezlenen gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) hipofizde Uretilen dnemli iki
hormonun salinmasini uyarir. Bu 6nemli iki hormon; Serum FSH ve ovulasyonda
etkili, corpus luteumu ve folikiil hiicrelerini uyararak progesteron iiretimini saglayan

luteinize edici hormon (LH) dur (Sadler 2007).
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2.3.1. Over Histolojisi, Fizyolojisi ve Embriyolojisi
Histoloji ve Fizyolojisi

Overler, yiizey epitelinin altinda overi ¢evreleyen tunika albuginea adi verilen yapisi
ila kiiboidal yiizey epiteli ve bag dokusu tabakasi ile ¢evrilidir (Auersperg, Wong et
al. 2001). Damardan yoksun ve kollajen fibriller iceren bu tabaka, over yiizeyinin

karsisinda yer alir ve yasla birlikte kalinlasir (Erdogan, Hatipoglu et al. 1996).

Histolojik olarak ovaryum, aralarinda net bir sinir olmayan korteks ve medulla olmak
tizere iki farkli kisma ayrilmaktadir (Fawcett and Jensh 2002). Hilustan overlere
ulagan lenf ve kan damarlari, sinir lifleri, interstisyel ve bag dokusu hiicrelerinden
olusan korteks hilar hiicreleri ile androjen salgilanmasindan da sorumludur (Erkogak
1984). Medullay: saran ve ovaryumun asil islevsel tabakasi olan korteks ise ovaryum
folikullerini (primordial folikil, buyuyen folikil, olgun (graaf) folikil), dejenerasyon
ve atreziye ugramis folikiilleri, corpus luteum ve corpus albikans yapilari ile siki bag
dokusu yapisindaki stromayi icermektedir. Korteks stromasi iginde elastik ve
kollajen lifler, ig bi¢imli stroma hucreleri ve retikiiler bir lif ag1 bulunmaktadir
(Esrefoglu 2016).

Ovaryumda, histolojik gelisim asamalarmma gore 3 farkli tipte folikiil

bulunmaktadir;
1- Primordial Folikl
2- Blyiyen Folikdl
a- Primer Folikul
» Unilaminar (erken ya da tek katmanli) folikuller
» Multilaminar (gec¢ ya da ¢ok katmanli) folikiller
b- Sekonder (Antral) Folikul
3- Olgun (Graaf) Folikul

Ovaryumlarin fizyolojik islevleri, oositin dongilisel migrasyonu ve steroid yapida
estradiol (E2) ve progesteron iiretimidir. Oosit atilmasi ve hormon ftiretimi folikiiliin

tekrarlayan olgunlasmasi, regresyonun tekrart ve corpus luteum olusmasi igin
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gereklidir. Over stromasi LH ve hCG (insan koryonik gonadotropin) hormonuna

androjen sentezi yaparak yanit vermektedir (Taylor, Pal et al. 2019).

Sekonder follikil
Sekonder oosm

Primer oosit_—— primer follikil ———

Kan

damarlar  piinordial

Erken korpus 4——//

luteum

Sekil 2: Ovaryum folikiillerinin gelisimsel dongiisii (Ross and Pawlina 2011)

Ovaryum parankiminin graniiloza hiicreleri ile folikiiler hiicreler arasinda karsilikli
sinyallesmeyi saglayan gup-junction denilen 6zel bosluk baglantilari vardir (Liu and
Li 2010). Graniiloza hiicreleri bu bosluk baglantilarindan folikiil hiicrelerini
beslemektedir. Grantloza hucreleri bazal membranda yer aldiklart icin folikiiler
hiicrelerden kolayca ayirt edilmektedirler (Nishida, Nishida et al. 2006). Overin
stromal hicreleri olan teka hicreleri, overin spesifik endokrin hicreleridir. Tekal
hiicrelerin ana islevi, steroid hormonlari tiretmektir (Bukovsky, Caudle et al. 2004).
Tekal hicreler tarafindan salgilanan iki temel steroid hormon progesteron ve
ostrojendir. Bu iki hormon hipotalamustan salinan GnRH ile hipofiz bezinden
salgilanan FSH ve LH ‘a yanit olarak salgilanir. Tiim bu hormonlar ovulasyonu,
gebeligin baglamasini ve devamini, iireme hiicrelerinin gelisimini ve olgunlagmasini

saglar (Uzumcu and Zachow 2007).
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Sekil 3: Ovaryum dokusunun histopatolojisi (H&E) A: Antrum, GEp: Germinal
Epitel, AT: Atretik Folikiiller, TA: Tunika Albuginea, TI: Tunika Interna, ZP: Zona
Pellusida, PF: Primordial Folikiller, SF: Sekonder Folikuller, GC: Graniiloza
hicreleri (Ross 2003)

Embriyolojisi

Over olusumunda 3 temel kisim yer almaktadir. Bunlar yolk kesesinden gelen germ
hiicreleri, genitoiiriner kivrimin epitel ve mezenkimal germ hiicreleridir. Germ
hiicreleri oositleri olustururken, germinal epitelden kaynaklanan graniiloza mukoza
hicreleri ile cevrilmektedirler. Graniiloza hicreleri de mezenkimal dokudan teka
hicreleri ile gevrilmektedirler. Gonadlar en basta bir ¢ift boylamasina sirt olarak
gonad epitelinin proliferasyonu ve alttaki mezodermin yogunlagsmasi ile gonadal ve
genital kabariklik olarak goriinmektedir. Primordial germ hdcreleri, insan
embriyonik gelisiminin erken evrelerinde trofoblastlara yakin yolk kesesi
duvarindaki endodermal hiicre arasinda meydana gelmektedir. Burada g¢ogalan
primordial germ hiicreleri ameboid hareketlerle gelisen gonadlara besinci haftada
ulagsmakta ve altinci haftada ise gonadal kabarikliklar1 kaplamaktadirlar. Primordial
germ hiicreleri, gonadlarin testislere veya overlere farklilasmasina neden olma

etkisine sahiptir. Germ hiicreleri on besinci haftaya kadar mitozla cogalip oogonium
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ve primer oositlere doniiiirler. Es zamanli olarak epitel hiicrelerinden kaynaklanan
folikuler hiicreler yiizey epitelinden asagi dogru go¢ ederek germ hiicrelerini sararlar.
Folikiiller gonadotropinlerin etkisiyle biiyliyerek 36. Gebelik haftasinda overin igini
doldururlar (Bebek 2006). Her iki over yaklasik 500.000 primordial folikilinde,
primer oositler mayoz-1 ‘in profazina girer ve puberteye kadar beklerler. Pubertede
ovulasyonla metafaz-2 evresine kadar ulasan oositler dollenme gerceklesirse eger

mayoz-2 ‘yi de tamamlarlar.

Yenidogan bir kiz ¢ocugunun overlerinde ostalama 700.000 ile 2.000.000 arasinda
primer oosit bulunmaktadir. Ancak zamanla giderek azalmakta ve pubertede 400.000
kadar kalmaktadir. Bunlardan sadece 400 adeti ovulasyonla sekonder oosit olarak
atilmaktadir (Scott, Hodgen et al. 1990). Folikiil sayis1 1000’in altina diistiigiinde ise
menapoz baslar. Menopozdan sonra geri kalan oositler ise birka¢ yil i¢inde tiimiiyle

yok olur (Oktem and Urman 2010).
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Granulosa Secondary . Kan Damarlan
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Sekil 4: Ovaryumun sematik Yapisi (2007)
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Sekil 5: haftalik embriyoda primordial germ hiicrelerinin go¢li (Moore and Persaud

2009).

18



2.3.2. Over Rezervi
Over rezervi (OR), menstrual siklusun folikiiler fazinin ge¢ déneminde oositlerdeki

say1, kalite ve iireme potansiyelini yansitmaktadir (Committee (2015).

Primordial fazda baslayan folikiiliin morfolojik olarak tanimlanmis primer, preantral
ve antral fazlarindan ilerleyerek preovulatuar veya graaf fazla sonuclanan folikiler
stireci iceren folikiillogenez ve gelisen folikiilde steroid hormon sentezi aktivitesi olan
steroidogenez islevlerini gergeklestirebilecek folikiillerin kalitatif ve kantitatif

niteligini gostermektedir (Lass 2001).

Embriyoda besinci hafta sonunda gonad taslagina ulasan primordial germ htcreleri
burada boliinlip ¢ogalarak yaklasik 7 milyon oogoniuma doniismektedir. Gebeligin
yedinci aymnda oogoniumlarin biiyiik ¢ogunlugu primer oositlere doniistirken bir
kismi da programlanmis hiicre o6liimii ve atreziye ugrayarak 300 bin oosite kadar

sayis1 azalmaktadir.

Over rezervini belirlemede Anti-Millerien hormon (AMH), inhibin B (INHBB),
estradiol, basal serum folikil stimtle edici hormon gibi biyokimyasal parametreler
ve ovaryum hacmi, antral folikiil sayisinin ultrasonografik 6l¢iimii gibi yontemler
kullanilmaktadir. Over rezervinin arastirilmasina neden olan sebepler; ileri yas,
sigara ve alkol kullanimi, gecirilmis over cerrahisi, frozen pelvis, agiklanamayan
infertilite, obeziteye bagli over fonksiyonundaki degisiklikler, kemoterapi,
radyoterapi, sistemik hastaliklar, prematiir menapoz genetigi ve otoimmin
hastaliklardir.

Obezite; hipertansiyon, kardiyovaskiiler sistem hastaliklari, diyabet, karaciger
hastaliklar1 gibi kronik hastaliklara neden olabildigi gibi reprodiiktif sistem iizerine
de bir cok olumsuz etki gostermektedir (Guh, Zhang et al. 2009). Adipoz dokudan
salgilanan leptin, insiilin gibi androjen {iretimini artirarak over fonksiyonu iizerinde
etki gdstermektedir. Yapilan bazi1 calismalarda VKi’nin in vitro fertilizasyon (IVF)
ve dolayisiyla over rezervi iizerine de etkileri s6z konusu olmaktadir (Pasquali,

Gambineri et al. 2006).
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Kot ovaryan cevabi saptayabilmek icin Avrupa Insan Uremesi ve Embriyoloji
Dernegi (ESHRE) ve Amerikan Ureme Tibbi Dernegi (ASRM) konsensusu ile
Bologna kriterleri olusturulmustur (Ferraretti, La Marca et al. 2011).

Bologna kriterleri; anormal OR test sonucu (serum AMH<0,5-1,1 ng/mL veya
AFC<5-7), daha Once ovarian stimulasyon <3 oosit eldesi, yas >40 veya DOR igin

diger risk unsurlarinin varlig.

IVF uygulanan hastalarda kotii prognoza sahip hasta grubunu 6ngérmek amaciyla bir
grup klinisyen ve embriyolog tarafindan kullanilan bagka bir tani siniflandirmasi ise
POSEIDON (Patient Oriented Strategies Encompassing Individualize Oocyte
Number) kriterleri olarak bilinir. Bu simiflamada hastalar over rezerv belirtegleri
(AMH ve AFC), yas ve ovarian stimiilasyon sonrasi elde edilen oosit sayisina gore 4
farkli sekilde smiflandirilmaktadir. ESHRE’ ye gore azalmis over rezervine sahip
hastalar “diisiik prognozlu” hasta siniflamasinda yer almaktadir (Zegers-Hochschild,
Adamson et al. 2017).

POSEIDON kriterlerinin amaci embriyolog ve bazi klinisyenler igin IVF’de basar
sans1 disiik olan hasta grubunu belirlemede ve tedavi planini bireysellestirmede yol

gosterici olmaktir (Alviggi, Conforti et al. 2018).

GRUP 1 GRUP 2
<35 yas >35 yas
AFC =5 AFC=>5
AMH > 1,2 ng/ml AMH > 1,2 ng/ml
GRUP 3 GRUP 4
<35 yas >35 yas
AFC<5 AFC<5
AMH < 1,2 ng/ml AMH < 1,2 ng/m

Sekil 6: POSEIDEON kriterleri’ne gore hasta smiflandirmalar (Arica 2020)
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2.3.3. Over Rezerv Belirtegleri

Gunumuizde over rezervi belirteci olarak menstrual siklusun 2 veya 3. gini
transvajinal USG ile overlerde antral folikiil sayimmm yapilmasi, yine
menstruasyonun ikinci ve Gc¢lncl gini FSH, E2 hormon testlerine bakilmasi ve
menstruasyonun herhangi bir doneminde yapilabilen AMH o6l¢iimii segenekleri
kullanilmaktadir. Biz ¢alismamizda AMH ve FSH olglim testleriyle bir

degerlendirme yapmayz tercih ettik.
Antral Folikiil Sayim (AFC)

Folikiiler sayim, transvajinal ultrason ile incelenen her iki overde folikiiler fazin
baslangicindaki antral folikiil sayisinin belirlenmesidir. Transvajinal ultrason ile
folikiil sayis1 alinirken, bazi aragtirmacilar folikiiliin 2 boyutlu ultrason 6lgiimiinti 2-
10 mm olarak kabul ederken, bazi arastirmacilar 2-6 mm 6lguminu kabul etmektedir
(Frattarelli, Levi et al. 2003), (Aflatoonian, Oskouian et al. 2009)

Histolojik olarak overdeki AFC primordial folikiil sayis1 ile orantili oldugu
gosterilmektedir. Ilerleyen yasla birlikte primordial folikiil havuzunun azalmasiyla
AFC nin da azalacagi disiliniilmekte ve bazi c¢alismalarla ortaya konulmaktadir
(Reuss, Kline et al. 1996). Bu nedenle folikiil sayis1 OR ile ilgili dolayl bilgi
saglamaktadir; diizenli menstrual siklusa sahip kadinlarda mensin 2. giiniinden 4.
gliniine kadar yapilan transvajinal ultrasonda 4-10 arasi antral folikiil saptanirsa over
rezervi iyi kabul edilmektedir (Broekmans, de Ziegler et al. 2010) IVF hastalarini
dahil eden pek ¢ok calismada diisiik AFC’nin; k6t OR’yi tahmin etme de etkili
oldugu gosterilmektedir (Mutlu and Erdem 2012) (Bancsi, Broekmans et al. 2002).

Bancsi ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alisgmada mensin 3. gilinlinde incelenen antral
folikiil sayismmin kotii over rezerv prognozunu belirlemede yas ve endokrin
belirteclerinden daha iyi prognostik degere sahip oldugu gosterilmekte ve yine ayni
calisgmada 3. gln incelenen FSH ve AFC’nin diisiik overyal yanit ile istatistiksel
acidan anlaml iliskilerinin oldugu bulunmasina ragmen gebelik ile benzer iligkileri
tespit edilememektedir (Bancsi, Broekmans et al. 2002). Benzer c¢alismalar
incelendiginde Broekmans ve ark. yapmis oldugu bir derlemede AFC icin alt limit
deger 3-4 folikil kabul edilirse DOR sensitivitesinin %9-73, spesifitesinin ise %73-
100 oldugu gosterilmektedir (Broekmans, Kwee et al. 2006).
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Yardime iireme tekniklerinde (YUT) over rezervine olan cevabr belirlemek igin
kullanilan markerlarin degerlendirildigi bir ¢alismada, AFC’nin elde edilen oosit
sayisi ve basarili gebeligin Ongoriilebilirligi ile istatistiksel olarak anlamli iligkili
oldugu gosterilmekte ve markerler icinde AMH'nin tek bagina kotii over rezervini

ongormede en iyi belirteg oldugu gosterilmektedir (Jayaprakasan, Chan et al. 2012).

Koétii over rezervi ve asir1 duyarliligin 6ngoriilmesinde antral folikiiler saymim énemli
bir yeri olmasina ragmen; kolay ve uygulanabilir olmasina ragmen; siklus
farkliliklar1, biyolojik varyasyonlar ve deneyimi az ya da deneyimsiz klinisyenlerin
degerlendirme yapabilmesi nedeni ile OR tayin etmede sorunlar ortaya
cikabilmektedir.

Friinandiol Preovulatua
s { r r .
Follikal S, 2
SOpm o ~

Preantral
Follikul

N
1Y ‘Bozol
Y Membran Cumulus Zona
A Oophorus Peliusida
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~
Hocrelori =

200wn

Sekil 7: Ovaryan Folikiilogenez (Ben-Chetrit, Gotlieb et al. 1996)
Folikiil Uyarict Hormon (FSH)

Follicle-stimulating hormone veya folikiil uyarici hormon olarakta adlandirilan
hormon hipotalamusdan salinan GnRH ile hipofiz bezi tarafindan salinir. Ylksek
FSH, kadinlarda tireme islevindeki diisiisiin ve yagslanmanin en erken belirtilerinden
biridir ve temel FSH hormon testi, en kolay ve en fazla kullanilan over rezerv

testidir. Ancak kalitesinden ¢ok sayisal degeri nitelemektedir.
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Folikiilogenezisin erken asamasinda yapilan FSH testi cinsiyete gore degismekte ve
yuksek veya diisiik olmasi tiremeyi biiylik oranda etkilemektedir. Bazal FSH seviyesi
siklustan siklusa degisebilmektedir. Bu durum, yiksek spesifite (%45-100) ancak
diisiik sensitivite (%11-86) ile karakterize edilmektedir (Pacchiarotti, Frati et al.
2014).

Normal menstriiel siklusta, gelisen folikiiller arasindan ovulasyon icin baskin
folikiiliin se¢imi luteal fazin sonundaki FSH uyarisina baglidir. Bu donemde estradiol
ve inhibin degerlerindeki azalma menstriel siklusa kadar devam eden FSH artisina
yol agmaktadir. Folikiiler gelisimin baslangicinda serumdaki estradiol ve inhibisyon

konsantrasyonundaki artig FSH konsantrasyonunu azaltmaktadir.

Overin FSHye olan sensitivitesini degerlendirebilmek i¢in en uygun doénemin,
menstriel siklusun luteofolikiiler gegis donemi oldugu kabul edilen ikinci ya da
Uclinct guniinde alinan kan 6rnegi ile degerlendirilmekte olup yiiksekligi durumunda
menapoza girmis olma, klinefelter sendromu, turner sendromu, tiimor varligi, alkol,
sigara tiiketim fazlaligi, atesli hastalik gecirmis olma gibi olgular diisiiniilmektedir
(Broekmans, Kwee et al. 2006). Siklusun ii¢ilincii giinii serum FSH’nin 10 - 15
mIU/m’den daha diisiik diizeylerde olmasi yeterli over rezervini disiindiiriir. Kesin
esik degeri, testi yapan laboratuvarin referans degerine gore degerlendirilmelidir
(Hurt, Guile et al. 2013). Serum FSH seviyeleri siklus i¢inde ve sikluslar arasinda
degiskenlik gosterdigi igin erken folikiiler faz (siklusun 2 - 4. guinleri) FSH testi i¢in
en elverisli zamanlardir. 10 IU/L'den biiylik FSH degerleri, stimiilasyona zayif yaniti
tahmin etmek icin spesifik iken; over rezervi diigiik hastalari tespit etme duyarliligi
diisiik olabilmektedir 0 nedenle tek FSH o6lgiimi ile ovaryan stimulasyona yaniti

ongormek yerine gogu kez tekrar edilmesi istenir (Ayhan, Durukan et al. 2008).

Erkeklerde yiiksek olmasi durumu ise andropoza girme belirtisi olarak
degerlendirilmektedir. FSH’1n diisiik oldugu durumlar ergenlik 6ncesi bir donemde
olus ya da hizli ve ani kilo kaybina bagh hipofiz yetersizligi (hipogonadizm) veya
Ostrojen fazlaligi gibi olgular1 diislindiirmektedir (Freeman, Sammel et al. 2012).
Estradiol (E2)

Menstrual siklusun 2-4. giinleri arasinda Olgilen bazal 6stradiol 6lglimdi, over

rezervinin belirlenmesinde basli basina smirli bir degere sahiptir. Erken folikiler faz
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esnasinda E2 seviyesindeki bir artis, reprodiiktif yaslanmanin belirtisi olarak
folikiiler gelisim ve dominant folikulin erken tercih edildigini diisiindiiriir. Bu
nedenle, yiiksek Ostradiol, FSH’1 baskilamasiyla yiiksek olan degerin normal gibi
gbzukmesi algisina neden olabilmektedir (Licciardi, Liu et al. 1995). Licciardi ve
arkadaglar1 tarafindan 452 siklus igeren bir IVF ¢aligsmasinda, menstrual siklusun 3.
gund incelenen ylksek E2 seviyeleri; diisiik oosit sayilar1 ve diisiik gebelik oranlar
ile iligkilidir ve E2 seviyesi 75 pg/ml Ustunde olan kisilerde gebelik sonucu

alinamamaktadir (Licciardi, Liu et al. 1995).

Elde edilen sonuclara gore menstrual siklusun 3. gini incelenen FSH ve E2
seviyelerinin yiiksekligi over indiiksiyonuna cevabin zayif oldugunu gostermektedir
(Speroff and Fritz 2005). Ancak 3. giinde olcilen oOstradiol dizeylerinin over

rezervini belirlemedeki roll tartismalidir.
Anti-Mllerien Hormon (AMH)

Anti-mullerien hormon, TGF-$ (transforming growth factor beta) tyesi glikoprotein
yapisina sahip bir hormondur. Erkeklerde 7. Haftada sertoli hicrelerince
embriyogenez sathasinda oldukca etkili olsada reproduktif donemdeki kadinlarda
intrauterin hayatin 36. haftasi civarinda buyik ve kiiguk preantral folikillerde, kigik
antral folikullerden granuloza hucrelerince sentezlenir ve pubertede en yuksek
diizeyine ulasmaktadir (Duru, Ceyhan et al. 2008). Siklus boyunca herhangi bir
asamadaki sentezi stabil seyretmektedir. Stabil AMH degerinin menstrial siklus
sirasinda dominant folikil ve corpus luteumun AMH’yi salgilamamasindan
kaynaklandigina inanilmaktadir. AMH; FSH, estradiol, inhibin B ve menstriel siklus
giinlerine bagimli olmadan azalmis bir degiskenlikle salgilanir (Dewailly, Andersen
et al. 2014).

AMH, folikillogeneziste primordial folikiil fazindan preantral folikiil fazina geciste
inhibitér rol oynamakta ve primordial folikuler riptirin biyolojik regilasyonunu
saglamaktadir (Beineke 2008). Folikiler rezerv indeksi, kiiciik AFC’yi ifade eder ve
AMH seviyesi de bununla iligkilidir; menopoz ve yasla beraber, primordial folikil
havuzundaki say1 azaldikca AMH seviyeleri de azalir. Bundan dolayr AMH’nin
gelismekte olan folikiil sayisiyla orantili olmasi over yaslanma siirecinin de bir

gOstergesi olarak diisliniilmektedir (Kevenaar, Themmen et al. 2007).
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0,5 ng/ml' nin Gzerindeki bir AMH seviyesi iyi ovaryan rezervini gosterirken, daha
diisiik bir seviye azalan ovaryan folikiil sayisin1 gosterir. 0.15 ng/ml' nin altindaki
degerler, ovaryan stimiilasyonuna verilen yanitin kotii olacagini gosterir (Ayhan,
Durukan et al. 2008). AMH' ye zayif yanit vakalarini tespit etmek i¢in ise 0,25 ng/ml'
deki esik degeri dikkate alinmaktadir (Fenkci (Fenkci 2012). Diisiik AMH seviyeleri,

zayif ovaryan yanit1 i¢in oldukca spesifiktir ancak gebelik riskini yansitmamaktadir.

Son bir ka¢ yildir over rezervinin degerlendirilmesinde 6zellikle AMH 6l¢iim testi
tercih edilmektedir. En avantajli 6zellikleri arasinda menstrual siklusun herhangi bir
doneminde yapilmiyor olmasi, aglik gibi kosullar gerektirmemesi, diger
hormonlardan etkilenmiyor olmasi gibi &zellikler sayilabilmektedir. Serum AMH
seviyelerinin menstrual siklus siiresince de§ismemesi, salmimi esnasinda
gonadotropinlerden etkilenmemesi ile agiklanabilmektedir. AMH’ nin %67°lik
sensitivite ve %92’lik spesifite ile PKOS tanis1 koydurmada en onemli tanisal

belirteclerden biri oldugu 6ne siirtilmektedir (Pigny, Jonard et al. 2006).

PKOS’lu kadinlarda AMH diizeyi ortalama 3 kat kadar bir artis gdstermektedir
(Hazout, Bouchard et al. 2004). PKOS, oral kontraseptif (OKS) ve GnRH agonist
ilaclari, minipiller, sigara, icki, obezite, asir1 yaglh diyet gibi yasam tarzi
degisiklikleri, D vitamini dusiikliikleri gibi dis etmenler AMH seviyesinin
beklenilenden daha diisiikk 6lcimiine neden olabilmektedir (Shaw, Stanczyk et al.
2011).

AMH, primer folikiillere gecisi engellemeye ek olarak, FSH'ye bagl folikiiler
blyumeyi inhibe ederek over rezervini de etkilemektedir (Dewailly, Andersen et al.
2014). Endometriozis vakalarinda hastalik siddetiyle ters orantili olarak diisik AMH
diizeylerinin saptanmasi da over reaktivitesinin azaldigini gosterir. (Fenkci 2012).
Dewailly 2014 yilinda AMH ile ilgili yazdig:1 derlemede VKI ve AMH arasinda
negatif bir alaka oldugu yoniinde birtakim c¢alismalarin oldugunu ancak bu

calismalarin tutarli olmadigini belirtmektetir (Dewailly, Andersen et al. 2014).

Dogru 6l¢iilen AMH sonucu ile over rezervi yarar/zarar dengesini saglayarak dogru
kisiye dogru tedavi miimkiin kilinabilmektetir. BoOylece Yardimci Ureme

Tekniklerinde tedavi maliyeti diisecektir. Ozellikle son birka¢ yilda YUT over
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rezervinin kantitatif ve kalitatif tahmininde bu 06l¢limiin oldukg¢a yararli oldugunu

gosteren ¢alismalar yapilmistir (Iwase, Hirokawa et al. 2010).
2.3.4. Diisiik Over Rezervi (DOR) ve Nedenleri

Over rezervi azalmasinin nedeni tam olarak bilinmemekte ancak gevresel faktorlerin
etkisiyle hormonal dengesizlik oksidatif hasar folikull atreziye gdétlirmektedir
(Filicori and Sterility 1999). Diisiik over rezervi, diizenli menstruasyon gortlmesi
fakat oosit kalitesinde ve primordial folikiil sayisinda azalma olarak ifade
edilmektedir (Broekmans, Soules et al. 2009). Diinya Saglik Orgiitii (DSO, WHO)
infertilitenin diinya ¢apinda bir saglik sorunu oldugunu ve hatta kanser ve
kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra figlincii en ciddi saglik sorunu
olacagim &ngdrmektedir. Infertil ¢iftlerde, infertilite nedenini %11,5 gibi biiyiik bir
oranla DOR olgular1 olusturmaktadir (Prevention 2011). DOR, IVF sikluslarinda 3-5
folikiilden daha az miktarda folikiil gelisiminin olmasi olarak da
tammlanabilmektedir. Ileri yas, genetik hastaliklar, erken menapoz (ailesel) dykiisii,
ooferektomi, kanser, sigara, obezite, Frajil X Sendromu, pelvik radyasyon 6yksu ve
daha bir ¢ok sebep over rezervi azalmasinda s6z konusu risk faktorlerindendir
(Hoffman 2016).

Ovulasyon bozukluklart infertilitenin yaygin nedenlerindendir ve polikistik over
sendromu anovulasyon ile iligkili en sik goriilen durumdur. GnRH pulsatilitesi
genellikle PKOS'lu kadinlarda artar ve bunun sonucunda hipofiz bezinde LH ve FSH
orani da artmaktadir (Taylor, McCourt et al. 1997). PKOS'lu hastalarda, folikiler faz
sirasinda  aralikli  olarak disik seyreden FSH seviyeleri, androjenlerin
aromatizasyonunda yetersizlik ve FSH bagimli dominant follikiil maturasyonunda
basarisizliga neden olur. Anovulatuar PKOS'lu hastalarda, graniiloza hiicre salgisini
artiran AMH, FSH'nin aromatize edici etkilerini bloke eder ve folikulun nihai

olgunlagmasina kars1 koyar (Bhide, Homburg et al. 2016).

Obezite bir tan1 kriteri olmasa da hastalarin %80 inde PKOS prevalansini artiran bir
komorbiditedir. Yag dokusu tarafindan salgilanan leptin, insiilin gibi androjenlerin
dretimini artirarak over fonksiyonunu etkiler. Oligo/anoviilasyon infertilitenin
birincil nedeni gibi goriinse de implantasyon oranlarinin azalmasi, azalmis oosit

kalitesi ve obezite ile de iliskilendirilmektedir. Obezite; hipertansiyon,
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kardiyovaskiiler hastalik, diyabet gibi kronik hastaliklara neden olabilecegi gibi
ureme sistemini de olumsuz etkilemektedir. PKOS kadinlarin yaklasik %5'ini etkiler
ve olgularin yaklasik yarisinda obezite sorunu vardir (Guh, Zhang et al. 2009)
Obezite, normal viicut agirhiginin ideal viicut agirhigindan %20 fazla olmast durumu
ya da vicut kitle indeksinin 30kg/m2 nin Ustinde olmasi durumu olarak
tanimlanmaktadir (Carmina, Koyama et al. 1992). Obezite ovulasyonu 3 farkl
sekilde bozmaktadir; 1. Periferde androjenlerin Ostrojenlere aromatize olmasinda
artig, 2. Serbest E2 ile testosteron duzeylerinin artisina sebep olan sex hormone
binding globulin (SHBG) seviyelerinde azalma, 3. Over stroma dokusunda androjen
sentezinin indiklenmesiyle insulin seviyesinde artma. Obezite PKOS gelisimine yol
acarken, hiperandrojenemi de obeziteyi artirmaktadir. Bu sayede obezite ile PKOS

arasinda bir paradoks olusmaktadir. (Inan 2011).

Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC) 2014
raporunda tim IVF sikluslarinda canli dogum oraninin %27 oldugu, infertilitenin
nedenlerine gore canli dogum oraninda azalma ile birlikte bu oranin DOR tanili

hastalarda en diisiik olup %14,6 oldugu rapor edilmektedir (Prevention 2011).

Tiim bu sonucglar, DOR hasta gruplarina yonelik tedavi protokolii veya mevcut
protokollere eklenebilecek yardimci tedaviler gelistirilmesi gerektigine kanaat
getirmektedir. Yapilan caligmalara bakildiginda DOR olgularinda uygulanan tedavi
protokolleri tartigmalidir (Ubaldi, Vaiarelli et al. 2014).

Literatiir incelemesi yapilacak olursa diisiik over rezervi tanimlamalar1 ve kriterleri
iizerinde kesin ve tam bir fikir birligi bulunmamaktadir. DOR tanimlamasinda
mevcut kriterlere bakilacak olursa; bazal FSH ve E2 seviyesi, AMH seviyesi,
FSH/LH orani, AFC, oosit sayis1 gibi farkli kriterler kullanilmaktadir.

Polikistik Over Sendromu (PKOS)

PKOS genetik ve gevresel faktorlerin neden oldugu diisiiniilen genellikle dogurganlik
cagindaki kadinlarda goriilen hormonal bir bozukluktur. PKOS ve amenore tanimi
Ik kez 1935 senesinde Stein ve Leventhal tarafindan yapilmaktadir (Stein 1935).
PKOS tanimlamasinda, ESHRE ve ASRM tarafindan belirlenen ve yaygin olarak

kabul gorilen tani kriterleri kullanilmaktadir (Fauser and sterility 2004).
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PKOS hastalariin en karakteristik 6zelliklerinden birisi 5-8 mm c¢apinda fazlaca
antral folikiil yapilarmin goriilmesidir. PKOS, iireme ¢agindaki kadinlarda prevalansi
%6-20 olarak gorulen endokrin bir bozukluktur (Escobar-Morreale 2018) (Bozdag
(Bozdag, Mumusoglu et al. 2016). Tipik gorilen Klinik 6zellikler; menstrual
disfonksiyon, infertilite, hirsutizm, kronik anovulasyondur. Hipotalamus-pituiter
feedback mekanizmasinin  bozulmasiyla LH  hipersekresyonu, premature
liiteinizasyonu, anormal oosit olgunlagsmasi sonucu hiperandrojenizm olusmasidir
(Palomba, Daolio et al. 2017). Hiperandrojenizm sonrasi serbest yag asitleri salgisi
artar dolayisiyla kas dokusunda glikojen sentezi azalir ve insiilin direnci artar
(Diamanti-Kandarakis and Dunaif 2012). Hem obez hem de zayif PKOS ‘lu
hastalarda sik goriilmekte olan insiilin direnci, PKOS ‘lu hastalarm %70-80 ‘ini
olusturmaktadir (Rojas, Chavez et al. 2014) (Belani, Deo et al. 2018).
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GnRH

= titresim Hivofi
Insiilin direnci 1poliz
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Yumurtahk
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gonadotropin seviyeleri

N LH / FSH orani
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|
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H Hiperandrojenizm ) Folikuler durdurma )
t t v
Adrenal Karacigerde |, SHBG PCOM
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Resim 3: PKOS patofizyolojisi. Hipotalamustan gonadotropinileasing hormonunun
(GnRH) pulsatil salimimi genellikle ovulasyon disfonksiyonunu ve hiperandrojenizmi
indiikleyen hipofiz bezi tarafindan PKOS rahatsiz edilmektedir. LH'nin bu bozulan
salgisi pubertede (Azziz, Carmina et al. 2016).
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PKOS'u tanimlamak i¢in over ultrasonografisi kullanilmaktadir. Polikistik over
sendromunun etiyolojisi heniiz netlik kazanmadigindan ve multifaktoriyel
olabileceginden, erken tani ve tedavi risk tahmini i¢in spesifik bir plan henuz
muUmkin olmamaktadir. Asiri kilo aliminin, hiperandrojenik semptomlarin ve
dismenorenin erken tedavisi klinik iyilesmeye yol agar, ancak bunun hastaligin

ilerlemesini 6nleyip 6nlemedigi belirsizdir (Ramezani Tehrani, Rashidi et al. 2014).

Resim 4: Tipik polikistik over morfolojisinin USG goriintiisii (Azziz, Carmina et al.

2016).
PKOS, infertilite ve Oosit Kalitesi

En sik infertilite nedeni olan PKOS ‘da temel sebep ovulasyon diizensizligi ya da
%80 gibi bir oranla gorilen anovilasyondur (Melo, Ferriani et al. 2015).
Hiperandrojenizm goriilmeyen PKOS ‘lu hastalarda ¢ocuk sahibi olamama orani
%20 iken hiperandrojenizm goriilen hastalarda %50 ‘dir (Sismanoglu and Baysal
2017). Hiperandrojenizm goriilen PKOS ‘lu infertil hastalarda androjen seviyeleri

distiriiliip menstrual bozukluklar giderilerek fertilite saglanmaya ¢alisilmaktadir.

Hiperandrojenizmin sebep oldugu GnRH salinim sikligmin artmasiyla, LH
hipersekresyonu sonucu LH/FSH orani da artmakta, HPA (Hipotalamus-hipofiz-
adrenal) aksinin iglevi bozulmakta ve bu da anormal graniiloza hiicre fonksiyonuna

dolayisiyla anormal oosit maturasyonuna neden olmaktadir (Baskind, Balen et al.
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2016) (Kenigsberg, Bentov et al. 2009). Androjenler folikiiler gelisim igin gerekli

olup asir1 seviyelerde oldugunda inhibitér olarak gorev yapmaktadirlar (Baskind,

Balen et al. 2016) (Kenigsberg, Bentov et al. 2009) Hiperandrojenizmin sebep

oldugu oksidatif stres, oosit kalitesini olumsuz etkilemektedir (Zhang, Liu et al.

2017).

Tablo 3: AMH 6l¢iim sonucunu etkileyen faktorler

Potansiyel Faktor

Degiskenlik durumu

PKOS (Tal, Seifer et al. 2014) (Lin, Chiu et al. 2011)

Yukseltir

VKI-Obezite (Shaw, Stanczyk et al. 2011)

Diisiiriir veya degismez

Disiik Vitamin D seviyesi (Dennis, Houghton et al. 2012) Diistiriir
Oral antikontraseptif (OKS) ilaglar (lliodromiti, Anderson et | Diisiirtir
al. 2015) (Hagen, Aksglaede et al. 2012)

GnRH agonisti gibi  Ovaryan supresyon (lliodromiti, | Diistiriir
Anderson et al. 2015) (Hagen, Aksglaede et al. 2012) (Pigny,

Jonard et al. 2006)

Alkol ((Broekmans, Soules et al. 2009) Degismez
Fizik egzersizi (Broekmans, Soules et al. 2009) Degismez
Mevcut hamilelik (Broekmans, Soules et al. 2009) Diistiriir
Gegmiste sigara igmis olmak (Broekmans, Soules et al. 2009) | Degismez
(Dolleman, Verschuren et al. 2013)

Halen aktif sigara igiciligi (Broekmans, Soules et al. 2009) | Diisiiriir
(Tsepelidis, Devreker et al. 2007)

Kemoterapi (Freour, Masson et al. 2008) (Anderson, | Disiiriir
Rosendahl et al. 2013)

Endometriyozis (Dillon, Sammel et al. 2013) Diistiriir
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2.4.  RAT OVERI VE DIGER GENITAL YAPILAR

Anatomisi

Yetiskin ratlarda overler orta hattin ortalama 1 cm lateralinde ve bdbreklerin bir kac
milimetre kranialinde ici folikillerle dolu bilateral yerlesimli olarak bulunur. Sigan
ovaryumu yaklasik 5 mm ¢apinda ve ortalama 60 mg agirligindadir (EImore 2016).
Bilateral tuba uterinalar overlere bitisiktir ve proksimal orta hatta yaklasir. Over
dokusuna, uclarindaki fimbriyalar ile temas eden tuba uterinalar, bir insan tuba
uterinasiyla orantili olarak farklilik gosterir. Daha sonra servikal ugta sonlanirlar.

Forniks yiizeye olduk¢a yakindir ve vajinal derinlik ise ¢ok kisadir (EImore 2016).

Sekil 8: Sicanlarda uterus, tuba uterina ve ovaryum anatomisi (LOw, Molnér et al.

2016)

Embriyolojisi

Ratlarda overlerin gelisimi, insanlardakine benzer, ancak zaman farkliliklar1 vardir.
Ratlarda gebeligin 10. giinlinde genital ¢ikintilar gériilmeye baslar (Yigit, Boyiik et
al. 2019). Dogumdan dnceki 11. giinde primordial germ hiicreleri gonadlara go¢ eder
ve mitotik dongiilerle sayilar1 artar. Dogumda rat overi oogoniumlardan ve
kordonlardan olusur. Dogumdan sonraki 3. glnun sonunda primordial folikiller

olusur. Yasamin 3. giiniinden sonra overlerde her biri az sayida skuamoz
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pregraniiloza hiicresi ile ¢evrili yaklagik 27 bin oosit vardir. Sayilart dogumdan 18,5

giin sonra yaklasik 75 bindir (Guigon and Magre 2006).

Ovulaszyon
Atreziden Seleksivon ve
Kacan Dominans
Folilkdiller /’/’
Erken
e Graaf
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Gelizim _ Anera1 @ & Folikiilii
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°o® e N
Primer g @ & @ \ *
Primordiyal *® Inzan t&
= (2-5 mm) i
Sican Atretik
. (0.2-0.4 mam)
insan » b
1 2 1 120 zun 1 71 gun 1 lléi'm 1
! -30 giin U 2szim | 2-3 gan 1
Sican

Sekil 9: Sican ve insan ovaryumunda folikiilogenez siireleri (McGee and Hsueh

2000)

2.4.1. Ratlarda Reproduktif Parametreler ve Menstrual Siklus
Insan ve ratlarda dogum sonrasi gelisim siireci farkli ilerlemektedir. Disi {ireme
sistemine bakilacak olursa ratlar poliostrik hayvanlardir ve stirekli Ostrus

gostermektedirler (van Cappellen 1998).

Ratlarda siklus dénemi prodstrus, oOstrus, metdstrus ve didstrus olmak uzere 4
evreden olusmaktadir (van Cappellen 1998). Prodstrus evresi 12 saat siirmekte ve
disi erkegi kabul etmektedir. Metostrus evresi yaklasik 20-24 saat surmekte ve disi
erkegi kabul etmemektedir. Didstrus evresi ise 57 saat sirmektedir (van Cappellen
1998). Ratlarda puberte yasi ¢evresel faktorlere, beslenmeye, yasa ve soya gore
degisiklik gostermekle birlikte iyi sartlara sahip ratlar puberteye erken erismekte ve
proostriis evresine gecmektedir. Ostrus ise bu gecisten 7 giin sonra baslamaktadir
(van Cappellen 1998).
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Tablo 4: insan ve ratlarda dogum sonrasi gelisim doénemleri (Miilazimoglu,

al.)

Ide et

Insan/Sican Donem Adi insan Sican
Yenidogan/Neonatal 0-28 giin 0-7 glin
Infant/Infantil 1-2 ay 8-20 gin
Gocuk/Juvenil 2-12 ay 21-32 gun
Adolesan/Peripubertal 12-16 yas 33-37 gun
Addlesan/Gegpubertal 12-16 yas 38-46 gun
Tablo 5: Ratlarda iireme siklusu (Elmore 2016)

Siklus dénemi Sire

Pubertas 2-4 ay

Seksuel siklus 4-5 giin

Prodstrus 12 saat

Ostrus 12 saat

Metostrus 20 saat

Diostrus 57 saat

Ovulasyon Spontan

Gebelik siresi 21 gln

Batindaki yavru sayist

10 adet (ortalama)

Laktasyon suresi

20-22 giln

Disi ratlarda ilk ovulasyon postnatal 35. Giindedir. Atilan oosit sayisi insanlardan

farkli olarak birden cok sayida olmaktadir (Oner 2011). Ostrus evresinden 8-11 saat

sonra gerceklesmektedir (Helke 2018). Alinan ovaryum doku kesitlerinden corpus

luteumun gozlemlenmesi ovulasyonun basarili gectiginin gostergesidir. Ratlarda
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premenapozal evredeki olasi diizensiz Ostrus sikluslari, Wistar Albino cinsinde
postnatal 12°nci ayda, Spraque Dawley cinsinde 8. ayda baslamaktadir. Ratlarda
Ostrusun evreleri olan prodstrus, 6strus, metostrus ve didstrus evreleri vajinal smear
metodu ile elde edilen vajinal epitel hiicrelerinin histolojik goriiniimleri ile ayirt
edilmektedir (Cossigny, Findlay et al. 2012).

1.Giin | 2.Giin 3.Giin 4.Giin | 5.Giin | 6.Giin | 7.Giin | 8.Giin 9.Giin

10.Giin

Ostrus | Metaostrus | Metaostrus | Didstrus | Diostrus | Proostrus | Ostrus | Metaostrus | Didstrus

Didstrus

Resim 5: Ratlarda diizenli menstrual siklus dongust (Giimiiskaya 2021)

Resim 6: A; proostrus, B; Ostrus, C; metadstrus, D; didstrus (Giimiiskaya 2021)
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Resim 7: Birkag¢ Sprague-Dawley sicanindan alinan vajinal smear 6rnekleri,

Metestrus, ¢ekirdekli ve ¢ekirdeksiz epitel hiicreleri arasinda kiimelenmis
notrofillerin ortaya ¢ikmasiyla baglar (A, B). Fareler ¢ok daha fazla sayida ¢ekirdekli
epitel hiicreye sahip oldu (Cora, Kooistra et al. 2015)
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3. MATERYAL VE METOD

Calismamiz igin Sakarya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
(SUHADYEK) 07.10.2020 tarih ve 57 sayili karari ile onay alinip tim deneysel
uygulamalar etik kurallara uygun sekilde yiritilmistir. Calismamizin deney
asamast 20.01.2021 tarihinde Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde (SUDETAM) baslatilmis olup 14.04.2021
tarihinde sonlandirilmistir. Calismanuz Sakarya Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigiiniin (BAP) 30.12.2020 tarihli 2020-7-24-112 sayili karari
ile desteklenmistir. Deney sonunda elde edilen dokularin histopatolojisi Sakarya
Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi patoloji labaratuvarinda ve biyokimya

degerleri ise biyokimya laboratuvarinda ¢aligilmistir.
3.1. DENEKLERIN ORTAMI

Deney materyali ve arastirma diizeni icin Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi
Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilen 200-250 gr
agirhginda, 3-6 aylik, 16 adet disi Spraque Dawley rat kullanildi. Calisma siiresince
deneklerin tim bakimlar1 SUDETAM’da gerceklestirildi. Deneklerin her biri 22 + 2
°C sicaklikta, 12 saat 151k (07:00-19:00) ve 12 saat karanlik (19:00-07:00) olacak
sekilde ve kafeslerde birbirlerini gorebilecek sekilde sessiz bir ortam saglanarak Ozel
olarak yerlestirilmislerdir. Deney ve c¢alisma gruplart rastgele secilerek
olusturulmustur. Deney boyunca c¢alisma grubunda hayvan kaybi olmazken kontrol
grubunda 1 adet hayvan Olmiis, 6len hayvan higbir gruba ve c¢aligmaya dahil
edilmemistir. Deney grubu (DG) 8, kontrol grubu (KG) 7 denek ile ¢calismaya devam

edilmigtir.

Kontrol grubuna standart rat yemi verilirken deney grubuna yiiksek yagh 6zel diyet
ve es zamanli olarak gavaj yolu ile 60 giin gunlik fruktoz verilmistir. Deneklerin

agirliklari, deney boyunca haftalik olarak tartilarak kaydedildi.

Kontrol Grubu; standart rat yemi ve i¢me suyu ile beslenen grup (n=7)
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Deney Grubu; yiiksek yagli 6zel diyet [D12492 (%20 kcal protein, %20 kcal
karbonhidrat, %60 kcal yag), D12451 (%20 kcal protein, %35 kcal karbonhidrat,
%45 kcal yag) serili], fruktoz ve igme suyu ile beslenen grup (n=8)

3.2. CERRAHIi YONTEM

Tim cerrahi islemler intraperitoneal ketamin 100 mg/kg, Xylazine 10 mg/kg
anestezisi altinda steril kosullar saglanarak ve ayni1 cerrah tarafindan
gergeklestirilmistir. Yeterli anestezi derinligi saglandigindan emin olduktan sonra
abdomen tras1 yapildi. Deneklerin timinde diyafram, trakeal hat hizasindan ve karin
orta hattindan 3’er cm’lik iki adet kesi olusturularak gogiis ve karm boslugu agildi.
Calisilacak dokular alinmadan 6nce EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit)’li, sar1
kapakli kan tiiplerine deneklerden kardiyak kan orneleri alinarak, 3000 rpm’de 8
dakika (DK) kadar santrifiij edilip plazmadan ayrilarak elde edilen serumlardan FSH
ve AMH seviyeleri ¢alisilmak iizere ayni giin igerisinde biyokimya labaratuvarina

gonderilmistir

37



Resim 8: Deney grubu 1 numarali Spraque Dawley rat karacigeri, grade-2 yaglanma

varligi
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Resim 9: Deney grubu 1 numarali Spraque Dawley rat overleri, PKOS varligi
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Resim 10: Deney grubu 5 numarali Spraque Dawley rat karacigeri, grade-3

yaglanma varlig
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Resim 11: Kontrol grubu 2 numarali Spraque Dawley saglikli rat karacigeri
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Resim 12: Kontrol grubu 3 numarali Spraque Dawley saglikli rat karacigeri
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Resim 13: Kontrol grubu 1 numarali Spraque Dawley rat overleri
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3.3. KAN ORNEKLERI

Lee indeksine gore obezite olusturulmus olan ratlar deney siiresinin sonunda
ekssanginasyon ile sakrifiye edilmistir. Orneklerin toplanmasi, calisilan materyalin
rat olmasi ve ihtiya¢ duydugumuz miktarda kanin parenteral kan alimina uygun
olmamasindan otiirii kan ornekleri; histopatolojik orneklerin alim zamanina denk
getirilmis, anestezi altinda gogiis boslugu agilan hayvanlarin dogrudan kalplerinden
alinarak elde edilmistir. Alinan bu kanlar EDTA ’I1 kan tiiplerine konularak santrif(j
edilip elde edilen serumlardan FSH ve AMH seviyeleri c¢alisilmak izere ayn1 giin

icerisinde biyokimya labaratuvarina génderilmistir.
Elisa

Serum AMH ve FSH diizeyleri “ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)”
yontemine dayanan ticari Kitlerle (katalog no: E0O456Ra ve katalog no: E0182Ra Fine
Test Rat AMH ELISA Kit) uretici 6nerilerine gore 6lculdu.

3.4. DOKU TAKIBI

Deney sonunda ekssanginasyon yontemiyle sakrifiye edilen deneklerden karaciger ve
ovaryum dokular1 uygun cerrahi yontemlerle eksize edilerek oOncelikle %10luk
notral tamponlu formaldehit soliisyonu (Formaldehit 100 ml; ¢esme suyu 900 ml;
NaH2PO4. H204 g; Na2HPO46.5 gr) icinde 24 saat fikse edildi.

Fiksasyon sonrasi ovaryum ve karaciger dokulart doku takibine alindi. Parafin
kesitler 59 °C ’lik etiivde (Heraeus) 2 saat sivi parafinde (Kimetsan
KIMPNB/OICP/040220) infiltrasyon amaciyla bekletilip bloklama islemi
gerceklestirildi. Doku takibi Tablo 6 *da belirtildigi gibi uygulandi.

44



Tablo 6: Doku Takip Asamalari

Doku Takip Asamalari

%10 luk formal 1 saat 30 dk
%70 lik alkol 45 dk

%380 lik alkol 45 dk

%90 lik alkol 45 dk

%96 hik alkol 1 saat

%99 lik alkol 1 saat 30 dk
%99 lik alkol 1 saat 30 dk
Ksilen 45 dk
Ksilen 1 saat
Ksilen 1saat 15 dk
Parafin 1 saat 15 dk
Parafin 1 saat 30 dk
Parafin 1 saat 30 dk

3.5. KESIT ALINMASI

Hematoksilen-Eozin (H&E) boyamasinda kullanilmak iizere parafin bloklardan

mikrotom (Leica RM 2255) yardimu ile ortalama 3-5 um kalinliginda Kesitler alindu.
3.6. HEMATOKSILEN-EOZIN BOYAMASI (H&E)

Parafin kesitler 59 °C ’lik etiivde (Heraeus) 2 saat bekletmek suretiyle fiziksel olarak,
ksilende 2x5 dakika tutularak da kimyasal olarak deparafinize edildikten sonra

boyama protokoliine gec¢ildi. Hematoksilen-Eozin boyamasi Tablo 7’de belirtildigi

sekilde gerceklestirildi.

45



Tablo 7: Hematoksilen-Eozin Boyama Teknigi protokolii

Hematoksilen-Eozin Boyama Teknigi

Protokol Siire
Ksilen (3 seri) 1dk
%99 Alkol 5 sn
%96 Alkol 5sn
%80 Alkol S5sn
%70 Alkol 5sn
Su ile yikanir 3dk
Hematoksilen 1,5 dk
Su ile yikanir 3dk
Eozin 20 sn
Su ile yikanir 3dk
%96 Alkol (2 seri) 3sn
%99 Alkol (2 seri) 10 sn
Kurut

Ksilen (6 seri) 3dk

Lamel ile kapatilir

3.7. MIKROSKOBIK INCELEME VE FOTOGRAFLAMA

Hematoksilen boyama islemi sonrasinda elde edilen preparatlar Nikon Eclipse 80i

marka mikroskopla inecelendi ve mikrograflar alinip kaydedildi.
3.8. ISTATIKSEL ANALIZ

Calisma boyunca her iki grupta agirlik Slglimleri istatistiksel olarak anlamli artis
gostermistir (p<0.001). Deney grubundaki artis kontrol grubuna kiyasla daha fazla
olmustur (p<0.001). Istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) 24,0 paket programi (SPSS Inc. ve Lead Tech. Inc. Chicago. ABD)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Iki grubun siirekli degiskenleri normal dagilimi
Kolmogorov/Smirnov  testiyle degerlendirildi. Normal verilerin dagiliminin
karsilastirilmasinda  Student t testi  kullanildi.  Kategorik  degiskenlerin
karsilastirilmasinda Ki Kare Fisher Exact test kullanildi. Gruplarda tekrarlayan
Ol¢iimlerin kullanim1 Repeated Measures Anova Test ile degerlendirildi. P<0,05

olanlar anlamli olarak degerlendirildi.
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Tablo 8: Deney ve kontrol gruplari viicut agirliklar (gr.), serum AMH (ng/ml), FSH

(mlU/ml) degerleri, PKOS ve Steatoz sonuglar1 (mean+SD) *SD: standart deviation

Deney Grubu Kontrol Grubu ‘ p

n=8 n=7

AMH (meanzSD) 1.25+0.70 1.97+1.25 0.211
FSH (meantSD) 9.13+1.50 9.01+1.93 0.898
PKOS Var (%) 6 (75) 5(71.4) 0.876

Yok (%) 2 (25) 2 (28.6)
Karaciger Steatoz grade 2 (%) 4 (50) 0(0) 0.001

grade 3(%) 4 (50) 0(0)

Yok (%) 0 (0) 7 (100)
Olgiim 1 (mean+SD) 208.63 £ 6.94 207.86 £ 4.84 0.811
Olgiim 2 (mean%SD) 218.0+7.15 213.14 £ 5.08 0.159
Olgiim 3 (mean+SD) 228.75+7.32 216.57 £4.99 0.003
Olgiim 4 (mean%SD) 239.63 +7.02 221.86+4.84 <0.001
Olglim 5 (mean+SD) 250.88 + 9.89 232.29+2.81 <0.001
Olciim 6 (mean+SD) 263.88 + 9.97 240.0+3.41 <0.001
Olgiim 7 (mean+SD) 275.75 £ 10.93 250.43 + 3.95 <0.001
Olgiim 8 (mean+SD) 287.0+11.18 256.61+4.71 <0.001
Olgiim 9 (meanSD) 300.38+13.29 |263.86+6.81 <0.001
Olgiim 10 (mean+SD) 315.0+13.24 271.29+6.10 <0.001
Olciim 11 (mean+SD) 328.88+11.76 |279.57 +7.41 <0.001
Olciim 12 (meanSD) 335.63 + 16.19 290.71+7.20 <0.001

47




Estimated Marginal Means

Estimated Marginal Means of MEASURE_1
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275
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2254
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Grafik 1: Deney ve kontrol gruplari viicut agiliklar1 (gr.)
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4. BULGULAR

Bu calisma 16 adet Spraque Dawley cinsi disi rat ile baslamakla birlikte ikinci
haftada kontrol grubundan 1 adet hayvanin ex olmasi nedeniyle calismaya 15 adet rat

(DG n=8, KG n=7) ile devam edildi.

Calisman1 baslangicinda yapilan tartimlarda kontrol grubu ratlarin canhi agirlik
ortalamalar1 207.5 gr (max. 213 gr, min. 200 gr), deney grubu ratlarin canl agirhik
ortalamalari ise 208.06 gr (max. 220 gr, min. 200 gr) olarak dlctilmiistiir.

Non alkolik yagh karaciger olusturmak amaci ile yiliksek yagh diyet ile beslenen
deney grubu hayvanlarin son hafta canli agirlik ortalamalar1 314.6 gr (max. 360 gr,
min. 280 gr) olarak kaydedilmistir. Deney ve kontrol grubu hayvanlarin agirlik

Olclimleri tablo 9'da verilmistir.

Calisma baslangici ile karaciger yaglanmasi sonrasi C.A. ortalamalari yonlnde
olusturdugumuz kontrol ve deney gruplarinin her ikisinde de agirlik Olglimleri
istatistiksel anlamli olarak artmistir (p<0.001). Deney grubundaki artis kontrol
grubuna kiyasla daha fazla olmustur (p<0.001).

Tablo 9: Kontrol ve deney gruplari ilk hafta ve son hafta tart1 (gr) 6l¢iim sonuglar

Tarih Deney Grubu (gr) Kontrol Grubu (gr)
20.02.2021 200-220 200-213
07.04.2021 316-360 280-300

Deney grubu ratlarinda obezite modeli olusturmak i¢in 12 hafta boyunca yuksek
yagh diyet yem ve ilk 8 hafta friiktoz gavaj verildi ve sonu¢ olarak %50’ nin
lizerinde bir agirlik artis1 sagland1 (DAG 2017). 20.01.2021 tarihinde deney grubu rat
agirlhiklar1 200-220gr arasinda iken 07.04.2021 tarihinde bu agirliklar 316-360gr

arasinda seyretti.
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4.1. BIYOKIMYASAL BULGULAR

Tium biyokimyasal islemler Sakarya Universitesi Egitim Arastirma Hastanesi Tibbi

Biyokimya Labaratuvarinda gergeklestirildi.

4.1.1. Serum AMH Duzeyleri

Calisma sonunda elde edilen serumlardan AMH seviyeleri degerlendirildiginde
deney grubu (n=8) serum AMH seviyesi ortalamasmin 1.25+0.70, kontrol grubu
(n=7) serum AMH seviyesi ortalamasimin ise 1.97+1.25 oldugu goriildii (Tablo 10).
Deney ve kontrol grubu serum AMH sevileri degerlendirildiginde deney grubu AMH
seviyelerinin daha diisiik oldugu goriilmiis fakat over rezervi agisindan istatistiksel

anlaml bir fark kaydedilmemistir.

Tablo 10: Deney ve kontrol gruplar1 serum AMH degerleri (ng/ml)

Deney 1 2,692
Deney 2 0,7296
Deney 3 1,576
Deney 4 0,7941
Deney 5 0,6181
Deney 6 0,8747
Deney 7 1,722
Deney 8 1,018
Kontrol 1 2,925
Kontrol 2 2,38
Kontrol 3 4,206
Kontrol 4 1,246
Kontrol 5 1,384
Kontrol 6 0,9494
Kontrol 7 0,7367
Kontrol 8 Ex
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4.1.2. Serum FSH Duzeyleri

Calisma sonunda elde edilen serum FSH seviyeleri degerlendirildiginde; deney grubu
(n=8) serum FSH seviyesi ortalamasinin 9.13+1.50, kontrol grubu (n=7) serum FSH
seviyesi ortalamasinin ise 9.01+1.93 oldugu goriildi (Tablo 11). Deney ve kontrol
grubu serum FSH sevileri degerlendirildiginde gruplar arasinda over rezervi

acisindan anlamli bir fark kaydedilmemistir.

Tablo 11: Deney ve kontrol gruplar1 serum FSH degerleri (mIU/ml)

deneyl 6,702
deney2 9,071
deney3 8,877
deney4 10,05
deney5 11,65
deney6 7,7
deney7 9,895
deney8 9,1350
kontrol1l 6,484
kontrol2 11,4
kontrol3 11,11
kontrol4 9,461
kontrol5 7,625
kontrol6 7,216
kontrol7 9,816
kontrol8 Ex

4.2. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Yaptigimiz ¢aligmada yiiksek yagli diyet verilen ratlarda karaciger yaglanmasinin
olustugu histopatolojik olarak saptanmistir. Doku kesitlerinden elde edilen bulgulara

gore olusan yaglanmanin intrastoplazmik, mikrovezikiiler ve yer yer de makro-
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mikrovezikiler yaglanma seklinde oldugu yoniindedir. Tiim dokulardaki yaglanma
yogunlugu esit olmamakla birlikte steatoz olusturulan ratlarin  karaciger

dokularindaki yaglanma dereceleri Tablo 12°de gosterilmistir.

Semikantitatif skorlama yonteminin taniya 0zgu kullanimindan ilkin hastaligin
agirligint  belirlemek icin kullanilmaktadir. Burada baglarda viral hepatitlerde
kullanilan metodlardan etkilenildigi diistiniilebilmektedir. Bu skorlama yontemlerinin
birincisi Brunt tarafindan 1999 senesinde onerilmis olan yontemdir (Brunt, Janney et
al. 1999). Bu siiflama sonradan ayn1 yazar tarafindan kismen modifiye edilmis olup
temelde yaglanma ve iltihabi infiltrasyon ile iliskili bulgular Grade 1, Grade II ve
Grade III olarak derecelendirilirken, fibrozis I, II, III ve IV (Siroz) seklinde
siniflandirilmistir (Brunt 2004).

Tablo 12: Brunt grading system

Grade Steatosis Ballooning Inflammattion
Mild (1) 1-2 (<%66) Minimal L:1-2P:0-1
Moderate (2) 2-3 Present-zone 3 L:2P:1-2
Severe (3) 2-3 Marked-zone 3 L:3P:1-2

Reproduced with permission (101). Steatosis: grade 1: <%33; grade 2: >%33-%66;
grade 3: >%66. Lobular inflammattion: grade 1: <2 foci per 200 x field; grade 2: 2-4
foci per 200 x field; grade 3: >4 foci per 200 x field. Portal inflammattion: grade O:
None; grade 1: Mild; grade 2: Moderate; grade 3: Severe. Ballooning: grade 1: Rare;
grade 2: Prominent ballooning. L: Lobuler/acinar inflammattion; P: Portal

inflammattion (Brunt, Janney et al. 1999).

Calisma boyunca deney grubundaki hayvanlarin agirhk artiglart ve karaciger
dokularinin histopatolojik bulgulart NAFLD modelini basariyla gergeklestirdigimizi
gostermektedir. Deneklerdeki kilo artiglart tek basina modelin olusturulduguna dair
bir bulgu degildir ancak sakrifiye edilen deney grubu hayvanlarin karacigerlerinde,
hepatositlerdeki steatoz, mikrovezikiiler ve makrovezikiiler yaglanma, modelin
basariyla olusturuldugunu ifade etmektedir.

Histolojik olarak PKOS 06zelliklerine baktigimiz zaman tiimiiyle ovaryan hipertrofi

diistindiirecek sekilde tunika albuginea da kalinlagsma, subkapsuiler kistik folikiler
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yapilar izlenmektedir. Ovaryan stromal hicrelerdeki hiperplazi ve interstisyel
hiicrelerdeki artis belirgin olup, folikuller atrofiye eslik etmektedir. Primer ve
sekonder follikiillerde azalma, graniiloza tabakasinda incelme, teka interna
tabakasinda artis, graaf follikiiliin olmamasi gibi durumlar izlenmektedir (BESLER
2009)

Yapida en belirgin olarak dikkati ¢eken PKOS’lu ratlarin saglikli over dokusu
parankimasindan farkli olarak cesitli caplarda primer, sekonder ve tersiyer follikiller
ile cok sayida korpus luteumun yer almakta olmasidir.

Over histolojisinden elde edilen over dokularinda meydana gelen degisimler de
histopatolojik olarak kaydedilmis olup bu dokularda hem kontrol hem de deney
gruplarinda PKOS varlig1 tespit edilmistir (Tablo 13).
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Tablo 13: Deney ve kontrol gruplar karaciger yaglanmasi sonuglari

Deney 1 Grade 2
Deney 2 Grade 2
Deney 3 Grade 2
Deney 4 Grade 2
Deney 5 Grade 3
Deney 6 Grade 3
Deney 7 Grade 3
Deney 8 Grade 3
Kontrol 1 Yok
Kontrol 2 Yok
Kontrol 3 Yok
Kontrol 4 Yok
Kontrol 5 Yok
Kontrol 6 Yok
Kontrol 7 Yok
Kontrol 8 Ex
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Resim 14: Kontrol grubu 1 numarali Spraque Dawley saglikli rat karacigeri
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Resim 15: (H&E X4): Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda steatoz

izlenmemektedir.
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Resim 16: (H&E X200): Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda steatoz

izlenmemektedir.
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Resim 17: Deney grubu 5 numarali Spraque Dawley rat karacigeri, grade-3

yaglanma varlig1
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Resim 18: Deney grubu 6 numarali Spraque Dawley rat karacigeri, grade-3

yaglanma varligi
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Resim 19: Deney grubu 7 numarali Spraque Dawley rat karacigeri, grade-3

yaglanma varlig1
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Resim 20: (H&E X4): Calisma grubu karaciger dokusunda hepatosteatoz alanlari (ok

isareti) goriilmektedir.

Resim 21: (H&E X100): Calisma grubu karaciger dokusundaki mikrovezikiiler

steatoz (mavi ok) ve makrovazikiiler steatoz (siyah ok) alanlar1 goriilmektedir.

61



Resim 22: (H&E X200): Calisma grubu karaciger dokusunda, hepatositlerdeki
graniiler kopiiksii sitoplazma ile karakterize mikrovezikiiler steatoz (mavi ok) ve
sitoplazmik biiyiik vakuol ile karakterize makrovazikiiler steatoz (siyah ok) alanlari

goriilmektedir.

PKOS hastalarinin en karakteristik 6zelliklerinden birisi 5-8 mm c¢apinda fazlaca
antral folikiil yapilarinin goriilmesidir. PKOS tanimlamasinda, ESHRE ve ASRM
tarafindan belirlenen ve yaygin olarak kabul goriilen tani kriterleri kullanilmaktadir

(Fauser and sterility 2004).

Calismamizda da hem deney grubu hem de kontrol grubu hayvanlarin over
dokularmin histopatolojik degerlendirmelerinde ¢ok sayida folikiil varligi ile

karakterize polikistik over sendromu bulgusuna rastlanilmistir.
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Tablo 14: Deney ve kontrol gruplart PKOS varlig1 sonuglari

PKOS

Deney 1 Var
Deney 2 Var
Deney 3 Yok
Deney 4 Yok
Deney 5 Var
Deney 6 Var
Deney 7 Var
Deney 8 Var
Kontrol 1 Var
Kontrol 2 Var
Kontrol 3 Var
Kontrol 4 Yok
Kontrol 5 Var
Kontrol 6 Yok
Kontrol 7 Var
Kontrol 8 Ex
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Resim 23: (H&E X100): Kesitlerde kontrol grubu over dokusundaki follikiil kistleri

(yildiz isareti) ve corpus luteum (ok isareti) goriilmektedir.

Resim 24: (H&E X4): Kesitlerde kontrol grubu over dokusunda corpus luteum (ok

isareti) izlenmekte ve follikiil kistleri goriilmemektedir.
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Resim 25: (H&E X4): Calisma grubuna ait over dokusunun kesitlerinde follikiil

kistleri (ok isareti) goriilmektedir.

Resim 26: (H&E X200): Calisma grubuna ait over dokusunun kesitlerinde follikiil

kistleri goriilmektedir.
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Resim 27: (H&E X200): Calisma grubuna ait over dokusunun kesitlerinde follikiil

kistleri goriilmektedir.
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5. TARTISMA

NAFLD dunya populasyonunun ortalama ugte birini etkileyen ve fazlaca genis bir
spektrumla karsilasilabilen bir hastaliktir. Btin dinyada ciddi bir saglik sorunu
haline gelmis ve prevalanst konusunda net veriler olmamakla birlikte gelismis
ulkelerde %20-30 civarinda oldugu belirtilmektedir (Neuschwander-Tetri 2017).
Hastalik son zamanlarda gengler arasinda hizla yayiliyor olmasina ragmen 50-60’11
yaslarda zirveye ulagsmaktadir. Kadinlar erkeklere oranla daha ¢ok etkilenmekte fakat
disilik etmeni NAFLD ig¢in bir risk faktorii degildir ¢iinkii Ostrojen hormonunun
alkolik olmayan yagli karaciger hastaligina karsi koruyucu bir etki gosterdigi
bilinmektedir (Andronescu, Purcarea et al. 2018) (Marchesini, Bugianesi et al. 2003).
NAFLD, diyabet hastaligi (tip2 diyabet), kolesterol yiiksekligi, insiilin direnci ve
obezite de sik goriilmektedir. Yapilan bazi arastirmalarda obezite tanili bireylerin

%30-100 sikliginda NAFLD tanis1 aldig1 goriilmektedir (Goren and Fen 2005).

Obezite, kardiyovaskuler sistem, endokrin sistem, sindirim sistemi, reprodiktif
sistem gibi birgok viicut sistemini etkileyerek bazi hastaliklarin gelisimine neden
olmaktadir. Metabolik sendrom, T2DM, dislipidemi, HT, KVS hastaliklar1, uyku
apne/astim/reaktif hava yolu hastaliklar, osteoartrit, gastrointestinal sistem (GIS)
problemleri (gastrodzofajiyal reflii hastaligi, safra kesesi tasi, pankreatit gibi),
depresyon ve diger psikolojik bozukluklar, kanser, NAFLD, PKOS, kadin
infertilitesi, erkek hipogonadizmi obeziteye eslik eden hastaliklar arasindadir (2019).
Obezite, ozellikle merkezi obezite, genellikle hepatik steatoza dogru ilerlemektedir.
Obez bireylerde, Timor Nekroz Faktori-alfa (TNF-a), interlokin-6 (IL-6), Leptin ve
adiponektin gibi inflamatuar sitokinlerin aracilik ettigi kronik bir inflamasyon vardir
(Browning and Horton 2004).

NAFLD icin oldukca 6nemli bir risk faktorii olarak gorulen obezite; trigliserit
fazlalig, insiilin direnci ve inflamatuar sitokinlerin artmasima neden olarak hastalik
etiyolojisinde baslica nedenler arasinda yer almaktadir. Ciddi obeziteye sahip
bireylerde NAFLD orant %85 olarak bildirilmektedir (Polyzos, Kountouras et al.
2019). Yuksek glisemik indeks ve yiksek yagl 6giinler gibi diyet faktorleri; obezite,

instlin direnci ve bunun sonucunda plazma serbest yag asidi konsantrasyonlarinda
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artiglara neden olur (Westerbacka, Lammi et al. 2005). Ozellikle yag orani yiiksek
diyetler NAFLD 'nin gelisimi i¢in bagimsiz risk faktorii olarak diisiiniilmektedir
(Satapathy and Sanyal 2015). Obezite ile artan plazma serbest yag asitleri, yag
dokusunda artan lipoliz veya karaciger dis1 dokuda lipoprotein lipaz tarafindan
lipoproteinlerin triacilgliserollerinin hidrolizi nedeniyle karaciger tarafindan emilen
ve sentezlenen VLDL, karacigerin kapasitesini astiginda karacigerde triacilgliserol
birikmektedir. Karacigerdeki triagilgliserol miktari, uzun siireli aglik ya da yiiksek
yagl bir diyetle aniden artmakta ve VLDL salgilanmasi da diisiik insiilin seviyeleri
nedeniyle aniden bozulmaktadir (Murray, Granner et al. 2004). NAFLD gelisiminde
en muihim mekanizma insiilin direnci varligidir. Obez bireylerde ani ve hizl kilo
kayb1 ya da insulin direnci ve artan lipoliz, NAFLD gelistirme riskini artirmaktadir
(Demir K 2004).

NAFLD calismalart i¢in ¢esitli deneysel modeller bulunmaktadir. Caligmamizda non
alkolik yagl karaciger modeli olusturmak iizere deneklere Lee indeksine gore
obezite modeli uyguladik (van Disseldorp, Lambalk et al. 2010). Calisma boyunca
deney grubundaki hayvanlarin agirlik artiglar1 ve karaciger dokularinin histopatolojik
bulgulari NAFLD modelini basariyla gergeklestirdigimizi  gostermektedir.
Deneklerdeki kilo artiglar1 tek basina modelin olusturulduguna dair bir bulgu degildir
ancak sakrifiye edilen deney grubu hayvanlarin karacigerlerinde, hepatositlerdeki
steatoz, mikrovezikiler ve makrovezikiler yaglanma, modelin basariyla

olusturuldugunu ifade etmektedir.

NAFLD icinde hepatik steatoz ve alkolik olmayan yaglh karaciger iltihab1 (NASH)
olarak 2 farkli tipte yaglanma s6z konusu olmaktadir. NAFLD c¢ok iyi seyirli
semptomlar gosterirken, NASH zemininde siroz ve hepatoseliler karsinom
gelisebilmektedir (Eksi 2020).

Zayif kisilerde NAFLD gelisimi g¢evresel etmenler, beslenme duzenleri, genetik
polimorfizmler (PNPLA3APOC3CETP), oksidatif stres, bagisiklik sistemi,
mikrobiyota, lipid metabolizmasi ve insiilin direnci gibi bir¢ok degiskenin sonucu

olabilmektedir (Kumar, Mohan et al. 2017).
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Younossi ve arkadaglarinin ABD ‘de ultrasonografik tarama ile yapmis oldugu genis
katilimli bir ¢alismada NAFLD prevalansi fazla kilolu ve obez bireylerde %28.8,
zay1f bireylerde ise %9,6 oldugu goriilmektedir (Younossi, Stepanova et al. 2012).
Dolayisiyla obezitenin ve karaciger yaglanmasinin diinya epidemisiyle dogru orantili
olarak artig gosterdigi de yapilan birgok ¢alismayla ortaya konmaktadir. NAFLD i¢in
spesifik farmokolojik bir tedavi yoktur ve altta yatan, eslik eden veya sebep olan bir
cok klinik etken s6z konusu olmaktadir. Bu etkenleri ayirt ederek dogru teshis
neticesinde hastaligin gidisatina yon vermek olduk¢a Onem tasimaktadir. Hem
obezite hem de NAFLD i¢in temel dayanak noktasi olarak saglikli beslenme ve
egzersizi igeren yasam tarzi degisiklikleri birinci basamak tedaviler olarak
kullanilmaktadir (Mazza, Fruci et al. 2011).

Yapilan bazi galigmalar obezitenin IVF ve over rezervi iizerine bir takim etkileri
oldugunu gostermektedir (Pasquali, Gambineri et al. 2006). Enerji dengesindeki
bozukluklarin iireme islev bozukluguna neden oldugu giderek daha da
netlesmektedir. Enerji dengesizligine bagli obezitenin, normal kilolu kadinlara
kiyasla daha diisiik implantasyon ve gebelik oranlari, artan menstrual siklus
diizensizlikleri, azalmig ovulasyon, artan abortus ve diisiik canli dogum agirliklar
gibi parametreleri etkileyerek YUT’U olumsuz etkiledigi gosterilmektedir
(Comstock, Diaz-Gimeno et al. 2017).

Gesink Law ve arkadaslari, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki 7.328 hamile kadinin
BMi'lerini hesaplayarak dogurganlik oranlarmi tahmin ettikleri calismalarinin
sonucunda cok fazla kilolu ve obez bireylerde dogurganlhigin "normal" kilolu
kadinlara gore azaldigim1 gostermislerdir (Dionne, Maclehose et al. 2007). Birden
fazla ¢alisma, viicut agirligindaki artisin hayvanlarda ve insanlarda dolasgimdaki aglik
instlin degeri ile pozitif iligkisinin oldugunu gostermektedir (Goran, Ball et al.
2003).

Obezite dolasimda yiiksek kan sekerine neden olmaktadir (Speakman and Goran
2010). Dolasimda yiikselen bu kan sekerinin normal seviyelere gelmesi igin insiilin
salgisinda bir yikselme olmakta ve dolayisiyla insiilin direnci olugsmaktadir. Obezite
nedeniyle, viicut dokular1 siirekli olarak yiiksek seviyelerde glikoz ile uyarilan

insiiline maruz kalmakta ve insiilin seviyelerindeki bu artis, ¢esitli mekanizmalarla
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endometrial hicre proliferasyonunun uyarilmasini indiiklemektedir (Xie, Lv et al.
2017). SYA’da obezite kaynakli yiikselise bagli olarak, reproduiktif sistemde 49
kalic1 doku hasar1 ve kronik diisiik kademeli iltihaplanma durumu gibi toksik etkiler
gorulebilmektedir (Silvestris, de Pergola et al. 2018). Ayn1 zamanda yag dokusunun
asir1 birikimi hipoksik strese sebep olarak (Kim, Tchernyshyov et al. 2006) (Wong,
Kuchnio et al. 2013) uterus epitelyal hiicre proliferasyonunun indiklenmesine
(Bazzano, Sarrible et al. 2018) ve bu da over ve uterus gibi iireme dokularmnin
morfolojik yapisinda degisiklige neden olmaktadir (Liu, Pu et al. 2020). Ek olarak
bazi c¢aligmalarda obez kadmlarmn normal kadinlara kiyasla daha kalin
endometriyuma sahip oldugu gosterilmektedir (Epplein, Reed et al. 2008) (Heller,
Mosquera et al. 2011) (Viola, Gouveia et al. 2008).

Diyetle obezite saglanan fareler ile yapilan bir ¢alisma da endometriyal stromal
hicrelerin implantasyon kisimlarinda ve hormonal stimiilasyona yanitta azalma
yasandig1 goriilmektedir (Broughton, Moley et al. 2017). Dondr oositinden Uretilen
embriyolarin verildigi obez kadinlar incelendiginde normal kontrol denekleri ile
kiyaslandiginda implantasyon oranlarinda hicbir fark olmadigi goériilmiis ve bu da
arastirmacilarin obezitenin endometriyum (zerine olumsuz bir etkisi olmadigi
sonucuna varmalarma yol ag¢mustir (Styne-Gross, Elkind-Hirsch et al. 2005)
(Wattanakumtornkul, Damario et al. 2003).

Obezite ovulasyonu 3 farkl sekilde bozmaktadir; periferde androjenlerin Gstrojenlere
aromatize olmasinda artis, serbest E2 ile testosteron diizeylerinin artisina sebep olan
sex hormone binding globulin (SHBG) seviyelerinde azalma ve over stroma
dokusunda androjen sentezinin indiklenmesiyle insulin seviyesinde artma (inan
2011). Yag dokusu tarafindan salgilanan leptin, insiilin gibi androjenlerin iiretimini
de artirarak over fonksiyonunu etkilemektedir. Oligo/anovilasyon infertilitenin
birincil nedeni gibi goriinse de implantasyon oranlarinin azalmasi, azalmis oosit

kalitesi ve obezite ile de iliskilendirilmektedir (Guh, Zhang et al. 2009).

Gilinlimiizde artan yagl yiyecek tiiketimi ile gelisen obezite Polikistik over sendromu
olusumundaki en blylk sebeplerden biridir (Golay, Bobbioni et al. 1997). PKOS,
reproduktif donemdeki kadinlarda sikga goriilen ve infertilite tedavi siirecinde baslica

karsilasilan endokrin bir bozukluktur, tipik olarak obezite ve insllin direnci ile
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karakterizedir (Macut, Tziomalos et al. 2016). PKOS kadinlarin yaklasik %5'ini
etkiler ve olgularin yaklasik yarisinda obezite sorunu vardir. Fakat obezitenin PKOS
icin predispozan bir faktor mii yoksa hastaligin bir sonucu mu oldugu halen
tartisilmaktadir. Bir ¢ok olguda menstriiel siklusta bozulmalar baglamadan Once
VKIi’de belirgin bir artis oldugu goriilmektedir. Menstrual disfonksiyon, infertilite,
hirsutizm ve kronik anovulasyon PKOS i¢in belirli tan1 kriterlerindendir ve obezite
bir tani kriteri olmasa da hastalarin %80 inde PKOS prevalansim1 artiran bir
komorbiditedir (Guh, Zhang et al. 2009). . PKOS'ta genellikle karin duvarinda ve
viseral mezenterik bolgelerde yag dokusu birikimi olarak kendini gdsteren android
tipi obezitenin PKOS semptomlarint daha da kotiilestirdigi  bilinmektedir
(MELEKOGLU 2014). Yag dokusu tarafindan salgilanan leptin, insiilin gibi
androjenlerin {iretimini artirarak over fonksiyonunu etkiler. PCOS ve obezite
arasindaki bilinen iligki, glukoz hemostazi iizerinde zararli bir sinerjistik etkiye
sahiptir ve hem hiperandrojenizmi hem de anoviilasyonu siddetlendirebilmektedir
(Balen, obstetrics et al. 2004). Oligo/anoviilasyon infertilitenin birincil nedeni gibi
gorunse de implantasyon oranlariin azalmasi, azalmis oosit kalitesi ve obezite ile de

iliskilendirilmektedir.

PKOS'lu 600 kisilik kadin grubu ile yapilan bir ¢alismada, PKOS tanisi olanlarda
NAFLD prevalansinin daha yiiksek oldugu bulunmustur (Macut, Tziomalos et al.
2016). Obezite PKOS gelisimine yol agarken, hiperandrojenemi de obeziteyi
artirmaktadir. Bu sayede obezite ile PKOS arasinda bir paradoks olusmaktadir (inan
2011). Hiperandrojenemi ile insulin direnci arasindaki iliski hastalarin NAFLD
gelisimi agisindan risk teskil ettigini gostermektedir. PKOS ve NAFLD iligkisine

yonelik yapilan pek ¢ok arastirmada benzer sonuglar goriilmiistiir.

PKOS hastalarinin en karakteristik 6zelliklerinden birisi 5-8 mm ¢apinda fazlaca
antral folikiil yapilarinin goriilmesidir. Caligmamizda da deney grubu hayvanlarin
over dokularinin histopatolojik degerlendirmelerinde ¢ok sayida folikiil varligi ile

karakterize polikistik over sendromu bulgusuna rastlanilmistir.

Obezite ayn1 zamanda AMH degerinin beklenenden diisiikk olgiilmesine de sebep
olabilmektedir (Shaw, Stanczyk et al. 2011).
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Over rezervinin en kritik belirteci olan AMH o6l¢iimlerini gerceklestirebilmek {izere
sakrifikasyon Oncesinde alman kardiyak kan orneklerinde deney grubunda AMH
seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber daha diisiik oldugu

dikkati cekmistir.
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6. SONUC

Biz ¢alismamizda obezite modeliyle karaciger yaglanmasi olusturulan disi ratlarda

karaciger yaglanmasinin over rezervine etkisini degerlendirmek istedik.

Olusturdugumuz kontrol ve deney gruplarinin her ikisinde de agirlik dlgtimlerinin
istatistiksel anlamli olarak arttigin1 (p<0.001), deney grubundaki artigin verdigimiz
yiiksek yagl diyet sebebiyle kontrol grubuna gore daha fazla oldugunu (p<0.001)
gorduk. Yaptigimiz deney sonunda hem kontrol grubu hem de karaciger yaglanmasi
elde ettigimiz deney grubu Spraque Dawley disi ratlarinin gogunda patolojik olarak
PKOS varligr tespit ettik. Karaciger yaglanmasi elde ettigimiz deney grubu
ratlarindaki AMH, FSH seviyeleri ile karaciger yaglanmasi gelismeyen kontrol grubu
ratlarindaki AMH, FSH seviyeleri kiyaslandiginda deney grubu ratlarunda AMH
seviyeleri daha diisiik sonuglandi fakat ne AMH ne de FSH seviyelerinde istatistiksel

agidan anlamli bir fark yoktu (P<0,05 olanlar anlamli olarak degerlendirildi).

Elde ettigimiz tim bu veriler sonucunda biz karaciger yaglanmasinin over rezervi
iizerine anlamhi bir etkisini gozlemlemedik. Bu zamana kadar karaciger
yaglanmasinin dogrudan over rezervi izerine etkileri ile alakali ¢ok fazla ¢alisma s6z
konusu olmamistir. Kesin ve yeterli sonuglar i¢in daha kapsamli ¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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