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1.GIRIS

Follikiilogenez, disi iireme sisteminin en dnemli organi olan ovaryumlarda
gerceklesmektedir ve fotal yasam sirasinda primordiyal germ hiicrelerinin gogii ile
baslar. Bu mekanizma ¢esitli biiyiime faktorleriyle sinyal molekiillerinin gorev
aldig1 kompleks bir siiretir. Follikiiler gelisim mekanizmalari iizerine yapilacak
olan arastirmalar, disi reprodiiktif yasama iliskin daha kapsamli veri elde
edilmesine ve reprodiiktif yaslanmaya karsi yeni terapétik yaklagimlarin
gelismesine olanak saglayacaktir. Yapilan ¢alismalarda follikiilogenezisin farkli
asamalarinda gorev alan cgesitli faktorler gosterilmistir [1]. Primordiyal follikiil
(PMF) aktivasyonunu inhibe eden regiilatorler Forkhead Box O3 (FOXO3a),
Fosfotaz ve Tensin Homolog (PTEN), Anti-Miillerian Hormon (AMH) ve p27°dir
[1-3]. Kit Ligand1 (KITL) ve L&semi Inhibitér Faktér (LIF), PMF nin
aktivasyonunu uyarir [4]. TGF-B (Transforming Growth Factor-f), Kemik
morfogenetik proteini 4 (BMP4), BMP7, BMP15, Biiyiime ve Diferansiyasyon
Faktorii 9 (GDF9) ve aktivin preantral follikiil gelisiminde gorev alir [4]. AMH
preantral follikiil gelisiminde inhibitér etkilidir [5]. Ovaryumda sentezlenen otokrin
ve parakrin etkili bu faktdrlerden TGF- graniiloza ve teka hiicrelerinden
sentezlenir. BMP4 ve BMP7 teka hiicrelerinden, BMP15 ve GDF9 ise oositten

eksprese olurken, AMH ve aktivin graniiloza hiicrelerinden sentezlenir [1].

Ovaryumda ovulasyonun kontroliinde gorev alan hormonlardan olan
progesteron, korpus luteumdan sentezlenir. Progesteron reseptorii (PR) niikleer bir

reseptor olup Graff follikiiliinlin graniiloza hiicrelerinde eksprese olur. Progesteron



baglayict bagka bir protein olan PGR membran komponenti 1 (PGRMC1)
gelismekte olan follikiillerin graniiloza hiicrelerinde sentezlenir. PGRMCI1
progesterona baglanarak graniiloza hiicrelerindeki antiapoptotik ve antimitotik
etkisini kontrol eder. Progesteron konsantrasyonu follikiil gelisimi ile koreledir.
2017 yilinda yayinlanan bir ¢alismada progesteronun ovulasyonu ve primer follikiil
gelisimini  uyardigi  gosterilmistir.  Yiksek progesteron konsantrasyonun

ovulasyonu ve sekonder follikiil gelisimini baskiladig: bildirilmistir [6].

Ulipristal asetat (UPA) selektif progesteron reseptor modiilatoriidiir. UPA
serum progesteron seviyesine, koaktivator ve koinhibitér ekspresyonuna gore
agonist veya antagonist olarak etki gosterir. Gliniimiizde uterin fibroid (UF)’lerin
tedavisinde ve kontrasepsiyonda kullanilmaktadir [7]. UPA’nin follikiilogenez
tizerindeki etkisine dair sinirli sayida galisma olup 2000 yilindaki bir caligmada tek

doz mid-follikiiler UPA’nin follikiilogenezisi inhibe ettigi gosterilmistir [8].

Vitamin D3 (VitD3) Vitamin D reseptorii (VitD3R) iizerinden hiicresel
fonksiyonlar1 regiile eder. VitD3R ovaryum dahil birgok organda eksprese olur.
Daha onceki ¢alismalarda vitamin D’nin follikiiler gelisim dahil ovaryumlarin
islevlerinde 6nemli rol aldigi gosterilmistir. VitD3 suplementasyonu preantral
follikiil sag kalimini, antral follikiil biiyiime ve sag kalimini arttirmistir. Ayrica
VitD3 suplementasyonu antral donemde Ostradiol ve AMH {iretimine yol agmistir
[9]. VitD3’iin overde progesteron ve ostradiol sentezini uyararak stereidogenezi de

regiile ettigi gosterilmistir [10].



Son yillarda kullanimlar1 gittikce artan ve UF tedavisinde antifibroid
etkileriyle birlikte kullanilan UPA ve VitD3’iin follikiilogenezisteki etki
mekanizmasinin anlagilmast 6nem arz etmektedir. Bu bilgiler 1s18inda
calismamizda, UPA ve VitD3’tin follikiilogenez {izerindeki etkilerinin

histokimyasal olarak incelenmesi amaglanmustir.

2.GENEL BILGILER

2.1. Ovaryum Gelisimi

Urogenital sistem ara mezodermden gelisir. Ara mezodermin dorsal viicut
duvar1 boyunca olusturdugu tlirogenital kabartinin medialindeki kélom epiteli ve
mezensimin proliferasyonu ile gonadal kabarti ortaya ¢ikar[11, 12]. Genital
sistemin gelisimi sirasinda 7. haftaya kadar disi ve erkek embriyodaki gonadlar
morfolojik olarak aynidir. Farklanmamis gonadal evre olarak adlandirilan bu
doénemde, primordiyal germ hiicreleri gonadal kabartiya go¢ eder [11]. Primordiyal
germ hiicreleri gelisimin 2. haftasinda epiblasttan koken alir [13]. Epiblasttan
primordiyal germ hiicre gelisiminde kemik morfogenetik proteini 2 (BMP2),
BMP4, BMP8D sinyal yolaklari rol almaktadir[14]. Primitif ¢izgi boyunca gog eden
primordiyal germ hiicreleri 3. haftada vitellus kesesinin allantoise komsu
duvarindaki endoderm hiicrelerinin arasina yerlesirler. 4. haftada son bagirsagin
dorsal mezenteri boyunca gog¢ ederek 5. haftada gonadlara ulasirlar. Primordial
germ hiicrelerinin genital sirta ulagsmasiyla birlikte kolom epiteli mezoderm igine
dogru prolifere olarak primitif seks kordonlari olarak isimlendirilen, yiizey epiteli

ile baglantili hiicre kordonlarini olusturur [13].



Farklanmamis gonadal evreden sonra XX cinsiyet kromozomuna sahip
embriyolarda, primitif seks kordonlar1 yerlerini vaskiilarize stroma olan ovaryan
medullaya birakir. Bu embriyolarda follikiil hiicrelerine farklanacak olan sekonder
seks kordonlar1 olugur [13]. Gonadal kabartiya go¢ etmis olan primordiyal germ
hiicreleri artik oogonia olarak isimlendirilir. Oogonia, mayoza girmeden Once
belirli sayida mitotik dongiiden gecer. Mayozun baslamasindan 6nceki son mitoz
dizisi, oogonia gruplarinin bir sinsityumuna neden olur. Oogonia, hiicre kopriileri
ile birbirine bagl olarak kolonize olurlar [12]. 3. ayda sekonder seks kordon
kaynakl1 hiicre kiimeleri ¢ogalir ve her bir oogonyumu follikiiler hiicre adi verilen
epitel hiicre tabakasiyla cevrelemeye baslar. Oogonia yassi epitel hiicreleriyle
cevrelenerek over rezervini temsil eden PMF’leri olusturur [12, 15]. Oogonia 1.
mayoz boliinmeye girer ve profazin diploten evresinde primer oosit olarak duraklar
[15]. Primer oositlerin bu evrede beklemesi, follikiiler hiicreler tarafindan salinan
oosit maturasyon inhibitoric (OMI) ile saglanmaktadir [13]. Ovaryumlar
gestasyonun 20. haftasinda yaklasik 6-7 milyon germ hiicresi bulundurur. 20
haftalik gebeligin ardindan, oogonial mitoz oran1 kademeli olarak azalir ve
gebeligin 20. haftasinda pik yapan oogonial atrezi ile 28 haftada sona erer. Artan
atrezi orani nedeniyle dogumda germ hiicre sayis1 1 milyon iken, puberteye kadar
300.000 — 400.000°e diismektedir. Bu follikiillerin yalnizca 300-400’ii menopoza

kadar ovule olur [12].

2.2. Ovaryum Anatomisi
Ovaryum 3 cm uzunlugunda, 1,5 cm eninde ve 1 cm kalinliginda reprodiiktif

hormonlari tiretmekle sorumlu bir ¢ift organdir [16]. Pelvisin lateral duvarina



yerlesmistir. Ovaryum mezovaryum denilen periton katlantis1 ile broad
ligamentinin posterioruna baglanir. Ovaryumun sinir ve damarlarimi tagiyan
suspensor ligament ovaryumun superior kutbunu pelvis duvarina baglar.
Ovaryumun inferior kutbu ise ovaryan ligament ile uterusun supralateral kismina
baglanir. Ovaryumu aorta abdominalisin L2 (lumbal 2) dali olan a. ovarica
beslemektedir. Vendz bosaltimini ise vena ovaricayr olusturan plexus
pampiniformis saglar. Sag kisimdaki vena ovarica dogrudan vena cava inferiora,
soldaki vena ovarica ise vena renalis sinistraya acilmaktadir. Ovaryumun lenf
damarlari nodi aortici laterales’e drene olur. Ovaryumu damarlarla birlikte seyreden

over sinir pleksusu ve pelvik sinir pleksusu innerve etmektedir [17].

2.3. Ovaryum Histolojisi

Over dista korteks, i¢ kisimda medulla yapisindan olusur. Korteks distan
germinal epitel adi verilen, tek katli kiibikten tek katli yass1 epitele degisen bir epitel
ile ¢evrilidir. Epitelin altinda sik1 bag doku yapisina sahip olan tunika albuginea
bulunur. Follikiiller over korteksinde bulunur ve gelisimlerini burada siirdiirtiirler
[16]. Medulla; organin merkezindeki yogun vaskiilarizasyona sahip gevsek bag
dokusudur. Medulla kan damarlarini, lenf damarlarini, fibroblastlari, interstisyel

hiicreleri ve androjen salgilayan hilus hiicrelerini igerir [16, 18].

2.4. Ovaryum Follikiilleri ve Follikiilogenez

Puberteden menopoza kadar her ay gelismeye baslayan follikiillerden
sadece biri dominant follikiil olarak gelisimini tamamlayarak ovule olur. Diger
follikiiller ise atretik follikiil haline gelir [13]. Ovaryan follikiil gelisimi intrauterin

donemde baslar ve ovaryumun korteksinde gergeklesir [16]. Dogumda tiim
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follikiiller mayoz-I’in profaz evresinde duraklamis primer oosit iceren PMF’lerden
olusmaktadir [13]. Pubertede gonadotropinler tarafindan follikiil gelisiminin
uyarilmasiyla PMF sirasiyla unilaminar primer follikiil, multilaminar primer
follikiil, sekonder follikiil ve graff follikiiliinii olusturur [15]. Follikiilogenez
stirecine giren primer oositlerden dominant olan1 mayoz bdliinmeye devam eder ve
ovulasyondan hemen Once mayoz-I’i tamamlayarak bir sekonder oosit ve
perivitellin aralikta yerlesim gosteren 1. polar cismi olusturur. Sekonder oosit
mayoz—II'nin metafaz evresinde iken, artan Ostrojene bagli olusan liteinizan
hormon (LH) piki ile ovulasyon gerceklesir. Mayoz-1l fertilizasyon olursa
tamamlanir. Fertilizasyon olmamasi durumunda 24 saat sonrasinda dejenere olur

[13].

2.4.1. Primordiyal Follikiil

PMF’ler tunika albugineanin hemen altinda yer alirlar. Tek katli yassi
follikiil hiicreleri, oosit ile birlikte f6tal gelisimin 3.ayinda PMF leri olusturur [16].
PMF’lerin erken gelisimi gonadotropin bagimsizdir [15]. Follikiildeki oositin ¢ap1
yaklagik 25-30 um c¢apindadir ve bir veya daha fazla niikleolusa sahiptir [16, 18].
Ooplazmada ¢ok sayida mitokondriyon, graniillii endoplazmik retikulum (GER),
Golgi kompleksi ve RNA’dan olusan Balbiani cisimciginin yanisira aniiler lameller
ad1 verilen niikleer zarf kesitleri gozlenir [16]. Follikiiller stromadan bazal lamina

ile ayrilmistir [18].

2.4.2. Primer Follikiil
Oosit cevresindeki follikiil hiicrelerinin katman sayisina gore unilaminar
primer follikiil ve multilaminar primer follikiil olmak {izere iki grupta incelenir.
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Primer oosit yaklasik 100-150 um ¢apindadir [16]. Follikiil hiicrelerinde follikiil

stimiilan hormon (FSH) reseptorleri bulunur [15].

Unilaminar Primer Follikul:

Primodiyal primer transformasyonu sirasinda yass1 follikiil epitel hiicreleri
tek kathi kiibik hal alir. Oositin biiyiimesiyle birlikte follikiil hiicreleriyle oosit
arasinda zona pellusida (ZP) ad1 verilen glikoprotein bir kilif olusmaya baslar [16].
Bu kilif ZP-1, ZP-2, ZP-3 ve ZP-4 denilen dort glikoproteinden olusur [19].
Bunlardan ZP-3 sperm baglayici bolgeye sahiptir ve akrozom reaksiyonu
indiikleyicisi olarak gorev almaktadir. ZP2 ise sekonder spermatozoa baglanma
reseptoric olarak iglev goriir [16]. ZP-1 fertilizasyon ve sperm baglamada
vazgecilmez olmayan bir yapisal isleve sahiptir. Yapilan bir ¢alismada ZP4’{in
gelismekte olan preimplantasyon embriyosunu korumak i¢in gerekli yapisal
ozellikleri sagladigi gosterilmistir [19]. ZP hizasinda oosit ve follikiil epitel
hiicrelerinin ylizeyinde bulunan mikroviluslar, oosit ile graniiloza hiicreleri
arasindaki perivitellin araliga uzanirlar. Oosit ile follikiil epitel hiicreleri arasindaki

gap junctionlar oositin beslenmesini saglamaktadirlar [15].

Multilaminar primer follikiil:

Bu gelisim evresinde, unilaminar primer follikiil hiicreleri mitotik
ekspansiyon ile ¢ok katli hale gelmistir. Artik follikiil epitel hiicreleri ¢ok katmanl
yapisi nedeniyle stratum graniilozum olarak isimlendirilirken, follikiiler hiicreler de
graniiloza hiicreleri olarak adlandirilirlar. Graniiloza hiicrelerinin arasinda yogun

olarak gap junction tiirii baglanti birimleri bulunur. Bu baglant1 birimleri gerekli



molekiillerin follikiil sivisina gegisini saglar. Graniiloza hiicreleriyle birlikte
stromal hiicreler de organize olarak bazal membran diginda teka follikiili denilen

bir kilif olustururlar [16].

2.4.3. Sekonder follikiil (Antral follikiil)

6-12 katmanli stratum graniilozumu ile 200 um ¢apli bir follikiildiir [16, 18].
Graniiloza hiicreleri arasinda Call-exner cisimcigi adi verilen, bu hiicreler
tarafindan iiretilen PAS (+), proteoglikanlardan zengin madde birikimleri gozlenir
[16]. Graniiloza hiicreleri arasinda antrum adi verilen, hiyaluran bakimindan
zengin, glikozaminoglikan, proteoglikan, steroid baglayici protein, progesteron,
Ostradiol, inhibin, follistatin ve aktivin iceren follikiiler sivi birikmektedir.
Follikiilogenezin bu evresinde gelisimin ilerlemesiyle teka follikiili, teka interna
olarak isimlendirilen bazal membrana komsu bir i¢ katman ile teka eksterna olarak
isimlendirilen fibromiiskiiler yapida bir dis katman olmak {iizere ikiye ayrilir.
Yiiksek derecede vaskiilarize olan teka interna tabakasindaki hiicreler LH reseptorii
bulundururlar. LH’a yanit olarak bu teka interna hiicreleri, graniiloza hiicrelerinde

aromataz ile Ostradiole doniistiiriilecek olan androstenedionu sentezlerler [16, 18].

2.4.4. Graff follikiilii (Tersiyer follikiil)

Bu evrede yaklagik 18 mm ya da daha biiyilik capa ulagan follikiil ovule
olacaktir [16]. Follikiil sivisinin formasyonu ile oositle stratum graniilozum
arasindaki hiicre tabakas1 y18in seklini alir ve kumulus ooforus olarak adlandirilir.
Oositin gevresini saran hiicre katmani ise korona radiatayr olusturur [15, 18].
Ovulasyondan 6nce over yiizeyinde stigma denilen avaskiiler follikiil ¢ikintisi

gozlenir [16].



2.4.5. Atretik Follikiil
Gelisimin herhangi bir asamasindaki ovaryum follikiilleri dominant follikiil
olmadiklar takdirde atreziye ugrar. Atretik follikiilde ZP, dejenere oosit ve bazal

laminadan ayrilmis dejenere follikiil hiicreleri goriiliir [15].

2.5. Ovulasyon

Sekonder oositin atildig1 siire¢ olan ovulasyon LH’in pik yapmasindan
yaklagik 12 saat sonra baglamaktadir. Meydana gelen hormonal ve enzimatik
degisiklikler ovulasyondan sorumludur [16, 18]. LH reseptorii FSH reseptorii gibi
G protein bagimli bir reseptordiir ve ikinci haberci olarak siklik adenozin 3',5'-
monofosfat (CAMP)’1 kullanir [20]. cAMP/ Protein kinaz A(PKA) yolagi {izerinden
ovulasyon ve liiteinizasyon i¢in gerekli ¢esitli genlerin ekspresyonunu regiile eder
[21]. LH stimiilasyonunun graniiloza hiicrelerindeki progesteron reseptoriinii aktive
ettigi ve prostagladin sentaz 2 ile epidermal biiylime faktorii (EGF) benzeri
faktorlerin  ekspresyonunu uyardigi bilinmektedir. Bu faktorler graniiloza
hiicrelerindeki degisikleri ve hyaliironandan zengin ekstraselliiler matriks
formasyonunu tetikleyecektir [12]. LH reseptoriiniin PKA tizerinden cofilin aracili
aktin depolimerizasyonunu da aktive ettigi ve cofilinin preovulatuar graniiloza
hiicrelerindeki progesteron sentezi i¢in dnemli oldugu gosterilmistir [21]. LH piki
ve salinan lokal mayoz indiikleyici faktor ile primer oositin mayoz-1 bélinmesi
tamamlanir. Mayoz-I sonunda sekonder oosit ve 1. polar cisim olusur. ikinci mayoz
boliinme metafaz-II evresinde bloke edilir. Artan follikiiler sivi basinci, follikiil
duvarinin yikilmasina neden olan plazminojen aktivitesi, stratum graniilozumda

gevsemeye neden olan glikozaminoglikanlar ve teka eksternadaki diiz kas liflerinin



kasilmasina neden olan prostaglandinler ovulasyonda etkili faktorlerdir. Tiim bu
faktorlerin etkisiyle sekonder oosit ve korona radiata hiicreleri, bir miktar kumulus
hiicresi ile birlikte stigma adi1 verilen avaskiilarize bolgeden atilir. Atilan oosit tuba
uterina fimbrialarina tutunarak tuba uterinanin ampulla bolgesine alinir.
Fertilizasyon olmas1 durumunda sekonder oositten matur ovum ve ikinci polar

cisim olusmaktadir [16, 18].

2.6. Korpus Luteum

Oositin oviilasyonundan sonra geride kalan follikiile ait graniilosa ve teka
hiicreleri korpus luteumu olusturur. Ovulasyon nedeniyle teka internadaki
biitiinliigli bozulan damarlarda bir miktar kanama meydana gelir. Bu yapiya korpus
hemorojikum denir. Bu siirecin devaminda luteinizasyon adi verilen bir olayla
graniiloza ve teka interna hiicreleri farklilasarak, yaklasik 30 um capinda olan luteal
graniiloza hiicreleri ve 15 pm capinda olan luteal teka hiicrelerine doniisiir.
Luteinizasyon hiicreleri liiteinizan hormona duyarli hiicrelere doniistirmektedir. Bu
hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan lipokrom denilen sar1 renkli bir pigment
nedeniyle olusan yapiya sari cisim anlamindaki korpus luteum denir [16].
Progesteron ve dstrojen salgilamakla gérevli olan korpus luteumun devamliligi LH
bagimlidir [18]. Gebelik olusmadigi taktirde korpus luteum 14 giin aktif kalir ve
sonrasinda dejenere olarak korpus albikans denilen fibrotik yapiya doniisiir [16,
18]. Korpus luteum gebelik olmasi durumunda plasentadan salgilanan insan

koryonik gonadotropin (hCG) ile 3 ay daha devamliligini siirdiiriir [18].
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2.7. Follikiilogenez Fizyolojisi

Follikiilogenez farkli asamalarda ¢esitli faktorlerin gorev aldigi kompleks
bir siiregtir. Erken follikiiler gelisim asamalarinda over iginde farkli
kompartmanlardan kaynaklanan (stroma, oosit, graniiloza ve teka hiicreleri)
sinyallerin otokrin-parakrin etkilesimleri rol almaktadir. PMF FSH reseptorii
bulundurmadigi i¢in primer follikiile doniisiimii FSH bagimsizdir [12]. Follikiilde
antrum yapisinin sekillenmesiyle birlikte follikiil gelisiminde rol alan major
faktorler gonadotropinlerdir. FSH graniiloza hiicrelerinin  sag kalimu,
proliferasyonu, oOstradiol liretimi ve LH reseptdr ekspresyonu icin gereklidir.
Sec¢ilen dominant follikiil yiiksek konsantasyonda LH reseptorii eksprese eder.
Boylece preovulatuar LH pikine yanmit olarak mayozun devami, kumulus

ekspansiyonu, follikiil riiptiirli ve oosit-kumulus kompleksinin salinim1 gerceklesir
[4].

Yapilan daha 6nceki ¢alismalar PMF nin preantral — antral follikiil evresine
gegisinin ¢esitli ligandlar tarafindan kontrol edildigini géstermistir [1]. Ovaryumda
dormant halde bekleyen PMF’nin aktivasyonunu inhibe eden regiilatérlerden
bazilar1 Forkhead box O3 (FOXO3a), Fosfotaz ve tensin homolog (PTEN), Anti-
Miillerian Hormon (AMH) ve p27°dir [1-3]. Bu inhibit6r sinyallerin fonksiyon
kaybinda prematiir primordiyal follikiil aktivasyonu goriiliir. Kit ligand1 (KITL) ve
Losemi inhibitor faktor (LIF) PMF’nin aktivasyonunu uyarir [4]. Yiiksek oranda
PMF aktivasyonu follikiil rezervinin erken tiilkenmesine prematiir ovaryan

yetmezlige yol agacaktir [1].
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TGF-B (Transforming Growth Factor-f), BMP4, BMP7, BMP15, Biiyiime
ve diferansiyasyon faktorii 9 (GDF9) ve aktivin primer follikiilden preantral follikiil
gelisiminde gorev alan faktorlerdir [4]. AMH preantral follikiil gelisiminde
inhibitor etkilidir [5]. Overde sentezlenen otokrin ve parakrin etkili bu faktorlerden
TGF-B graniiloza ve teka hiicrelerinden sentezlenir. BMP4 ve BMP7 teka
hiicrelerinden, BMP15 ve GDF9 ise oositten eksprese olur. AMH ve aktivin

graniiloza hiicrelerinden sentezlenir [1].

FSH seleksiyon mekanizmasinda ve dominant follikiil gelisiminde 6nemli
gorev almaktadir. FSH reseptorii G protein bagimli bir reseptordiir ve ikinci haberci
olarak cAMP’yi kullanir. FSH cAMP / PKA yolag: iizerinden graniiloza
hiicrelerindeki dominant follikiil gelisimi ile ilgili cesitli gen aktivasyonlarin
kontrol eder. FSH bu yolak disinda sarkoma ile iliskili tirozin kinaz (Src)’1,
ekstraselliiler iliskili kinaz 1/2 (ERK 1/2)’yi, p38 mitojen tarafindan aktive edilmis

protein kinaz (MAPK)’1 ve Fosfotidilinozitol 3-kinaz (PI13K)’1 aktive eder [20].

2.8. GDF-9 ve BMP-15

Somatik hiicrelerin ve oositin biiylimesini, diferansiyasyonunu etkileyen
otokrin,parakrin ve jukstakrin faktorler oosit ve graniiloza hiicreleri arasindaki iki
yonlii iletisimi olusturur. Follikiilogenez boyunca bu iletisimin dnemi Onceki
calismalarda gosterilmistir. Bu faktorlerden GDF9 ve BMP15 ovaryan
fonksiyonlarda rol alir ve oositten eksprese olur [1, 22]. GDF9 ve BMP15 TGF-
sliperailesinin iiyelerindendir. BMP15 graniiloza hiicre yiizeyindeki anaplastik
lenfoma kinaz 6 (ALK6) ve BMP reseptorii 11 (BMPRII) kompleksine baglanarak

intraselliiler dekapentaplejik homologa karsi anneler (Smad) 1,5,8 yolagini aktive

12



eder. GDF9 ise ALK5 ve BMPRII reseptorlerini aktive ederek Smad 2,3 yolagini
tetikler [22]. Bu iki faktor de oositin gelisimsel yeterliligini gelistirmenin yanisira
graniiloza hiicreleri lizerinde dogrudan etki gosterir. GDF9 ve BMP15 graniiloza
hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu, steroidogenez, apoptoz ve kiimiiliis

ekspansiyonu ilizerinde kritik etkilere sahiptir [23].

GDF9 negatif farelerin infertil oldugu ve follikiilogenezin primer follikiil
asamasinda durakladigi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Over yapisinin ise
kontrol grubuna gore boyut olarak daha kiigiik oldugu saptanmistir [22]. GDF9’un
yapilan ¢alismalarda primordiyal follikiil sayisinda azalmaya ve primer follikiil
progresyonuna neden oldugu gdsterilmistir. GDF9 preantral asamada follikiil
stimiilasyonunda efektif rol almaktadir [24]. BMP15 negatif farelerde subfertilite
ve defektif ovulasyon siireci gosterilmistir. Homozigot BMP15 mutasyonlu
koyunlarda yapilan calismada primer follikiilden sonraki follikiiler gelisimin
olmadig: ve sterilitenin gelistigi gosterilmistir [22]. Yapilan deneysel bir ¢alismada
GDF9/BMP15 tiir spesifik mRNA oranlarinin ratlarda 3,7 iken koyunlarda 1,26
oldugu bulunmustur [25]. BMPI15 mutasyonlarinin tiir spesifik fenotipik
farkliliklarinin =~ matiir BMP15 formunun iiretimindeki  varyasyonlardan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir [22]. BMP15 monoovulatuar koyunlarda
poliovulatuar farelere gore follikiiler gelisimin ilk basamaklarinda daha 6nemli rol

oynamaktadir [23].

GDF9 ve BMP15 pentraxin 3 (PTX3) ve hyaluronan sentaz 2 (HAS2)
genlerinin upregiilasyonu ile ovulasyon icin gerekli kiimiiliis ekspansiyonunu ve
hyaluronan sentezini saglar. BMP15 BMP4 ve BMP7 ile konneksin 43 (CX43)
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ekspresyonunu siiprese ederken, TGF-B indiikleyerek interselliiler iletisimi regiile
ederler. BMP15 ayrica steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR) iizerinden
progesteron sentezini azaltarak follikiiler liiteinizasyonu inhibe eder [23]. BMP15
graniiloza hiicrelerinde KITL ekspresyonunu stimiile eder. Artan KITL negatif
feedback ile BMP15’i inhibe ederek BMP15’in FSH fonksiyonlarindaki
inhibisyonunu azaltmaktadir. Inhibisyondaki bu azalma ile artan KITL efektif
olarak graniiloza hiicre proliferasyonuna neden olmaktadir. BMP fonksiyonunun
regiilasyonu follistatin ile saglanmaktadir. BMP15 FSHR ekspresyonunu inhibe
ederken, follistatin regiilasyonu graniiloza hiicrelerinin FSH’a reseptivitesinin
devaminin saglanmasinda Onem tasimaktadir [24]. Oosit derive GDF9 ve
BMP15’in graniiloza hiicrelerinde oosit i¢in gerekli metabolik prekiirsorleri
saglayacak olan glikoliz ve kolesterol sentez siirecinin regiilasyonunda gorev
aldiklar1 da gosterilmistir [23]. GDF9 follikiiler sag kalimi graniiloza hiicre
apoptozunu ve follikiiler atreziyi siiprese ederek arttirmaktadir. Bu etkiyi GDF9’un
FSHR ekspresyonu ile sagladigi diisiiniilmektedir. Preovulatuar follikiillerde GDF9
graniiloza hiicre prolifesyonunu uyarirken, FSH ile indiiklenen steroidogenezi
inhibe etmektedir. GDF9’un FSH fonksiyonlarindaki inhibisyonu postreseptor

sinyal modifikasyonu ile saglanmaktadir [24].

2.9. FOX03a

Forkhead box O (FOXO) transkripsiyon faktor ailesi FOXO1, FOXO3a,
FOXO04, and FOXO6 olmak lizere 4 iiyeden olusur [26]. FOXO ailesi hiicre
proliferasyonu, apoptoz, diferansiyasyon, metabolizma gibi ¢esitli siireclerde gorev

alir [27]. PI3K - Akt sinyal yolaginin aktivasyonu bu faktorleri inhibe eder [26].
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Oosit spesifik PTEN ablasyonu Akt hiperfosforilasyonu ile FOXO3a’nin niikleer
exportuna ve primordiyal follikiil aktivasyonuna yol agmistir [27]. FOXO3a
knockout farelerde follikiillerin tamamen tiikenmesi nedeniyle infertilite
gosterilmistir [2]. Aktif FOXO3a anovulasyona yol agan yetersiz oosit ve follikiiler
gelisim ile infertiliteye neden olmaktadir. Aktif FOXO3a follikiillerdeki gap
junction yapisi i¢in énemli olan molekiillerden CX43 ve BMP15 ekspresyonunu

azaltir [24].

2.10. AMH

AMH biiyiimekte olan ovaryan follikiillerin graniiloza hiicrelerinden
sentezlenen dimerik bir glikoproteindir [1, 28]. TGF- siiperailesinin diger iiyeleri
olan GDF9 ve BMPI15 gibi ALK reseptorlerine baglanarak Smad molekiilleri
tizerinden gen ekspresyonunu tetikler [29]. AMH ekspresyonu ilk olarak primer
follikiil asamasinda baslar ve midantral doneme kadar devam eder. Sekonder,
preantral ve kiiciik antral follikiillerde AMH seviyesi pik yapar [30]. Follikiiler
gelisim basamaklarinda rol alan AMH’nmin primordiyal follikiilden PMF
transformasyonunda inhibitor etkili oldugu gosterilmistir [3]. Ayni1 zamanda FSH
ile indiiklenen follikiiler gelisimi inhibe ederek preantral follikiil gelisimini regiile
eder [5]. AMH over rezervinin ve invitro fertilizasyon (IVF) sonuglarinin

degerlendirilmesinde prediktif olarak kullanilmaktadir [1].

2.11. Ostrojen
Overde 6nemli endokrin fonksiyonlari olan dstrojenin iki cesit reseptorii
bulunmaktadir. Bunlardan 6strojen reseptorii o (ERa) teka hiicrelerinde eksprese

olurken ERP graniiloza hiicrelerinde eksprese olmaktadir. Ostrojen preantral ve
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erken antral donemde follikiiler sag kalim ve biiytime faktorii olarak gorev
almaktadir. Sentetik bir dstrojen olan DES’in ratlarda graniiloza hiicre
proliferasyonunu ve follikiil biiyiimesini uyardigi gosterilmistir [31]. Teratojen ve
karsinojen olarak bilinen dietilstilbestrol (DES), diger ¢evresel Ostrojenlerin
etkilerini incelemek i¢in yararli bir dstrojenik kimyasal prototiptir [32, 33].
Yiiksek Ostradiol, aromataz, PR ve ER konsantrasyonu goriilen UF’lerde DES’e
erken maruziyet dstrojene karsi asir1 duyarliliga ve UF risk artisina neden
olmaktadir[34]. 2018 yilinda ratlarda DES ve progesteron ile yapilan UF model
caligmasinda over agirliginin rat agirligina oranlar karsilastirilmigtir. Over
katsayis1t UF model grubunda kontrol grubuna gore azalma gostermistir. Ayrica
UF model grubunda serum 6strojen ve progesteron seviyelerinin, uterus ve overde

ER ve PR’nin arttig1 gosterilmistir [35].

2.12. Progesteron

Overde ovulasyonun kontroliinde gorev alan hormonlardan olan
progesteron, follikiil ve korpus luteumdan sentezlenir. Progesteron hamileligin
devaminda ve ovulasyonun kontroliinde temel hormon olarak karsimiza
cikmaktadir. Progesteron reseptorii (PR) niikleer bir reseptér olup Graff
follikiiliiniin graniiloza hiicrelerinde eksprese olur [6]. Sanchez ve ark. 2016 yilinda
yaptig1 bir caligsmada, yaslar1 20-40 arasinda olan, 302 kadin, ovulatuar durumlarina
gore iki gruba ayrilmig, serum progesteron diizeyleri Ol¢lilmiis ve ultrason ile
ovulasyon takibi yapilmistir. Calismalar neticesinde, ovulasyon goriintiileriyle,
progesteron diizeyleri arasinda bir iliski oldugu sonucuna varilmistir.

Aragtirmacilar, diisiik serum progesteron seviyeleriyle diisiik ovulasyon oranlari
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arasinda korelasyon oldugunu bulmuslardir [36]. 2015 yilinda Leiva ve ark. yaptigi
bir ¢alismada, 107 kadmin 326 menstrual siklusu ve serum hormon seviyeleri
degerlendirilmistir. Calismada, serum progesteron diizeyleri 5 ng/ml ve daha fazla
olan kadinlarda ovulasyonun oldugu belirlenmistir ve arastirmacilar progesteron
seviyesinin ovulasyonla iligkili oldugu sonucuna varmiglardir [37]. 2016 yilinda
maymun follikiillerinden elde edilen granuloza hiicreleriyle yapilan bir ¢aligmada
ise niikleer progesteron reseptoriiniin, progesteron aktivitesine aracilik ettigi ve
dominant follikiiliin se¢iminde, iligkili olarak da ovulasyonda etkili oldugu
sonucuna varmiglardir [38]. Farelerde yapilan bir ¢alismada, PGR’nin inaktive
edildigi deneklerde, ovulasyonun hasarlandig1 ve infertilitenin meydana geldigi
belirlenmistir [39]. Progesteron baglayict bagka bir protein olan PGR membran
komponenti 1 (PGRMCI1) gelismekte olan follikiillerin graniiloza hiicrelerinde
sentezlenir. PGRMC1 progesterona yiiksek afinite ile baglanarak graniiloza
hiicrelerindeki antiapoptotik ve antimitotik etkisini kontrol eder. Serum progesteron
diizeyindeki degisim tli¢ evreden olusmaktadir. Evre 1 ovulasyon Oncesi, evre 2
ovulasyon sirasinda, evre 3 gebeliktir. Progesteron diizeyi evre 2 boyunca artis
gosterir ve evre 3’de en yliksek diizeyine ulasir. Progesteron, PGRMCI1 reseptorii
tizerinden graniiloza hiicrelerinde etki etmektedir ve konsantrasyonu follikiil
gelisimiyle korelasyon gostermektedir. 2017 yilindaki bir ¢alismada progesteron
diizeyindeki bu degisiklik taklit edildiginde 10 ng/ml konsantrasyonda bir
degisiklik saptanmazken, 100 ng/ml’de progesteronun ovulasyonu ve primer
follikiil gelisimini uyardigi gosterilmistir. 1 pg/ml konsantrasyonda ise ovulasyonu

ve sekonder follikiil gelisimini baskilamistir [6]. 2015 yilindaki bir ¢aligmada da
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diisiik doz progesteronun follikiil sag kalimim arttirirken, yliksek dozda oosit

dejenerasyonunu arttirdigi gosterilmistir [31].

2.13. Ulipristal Asetat

Ulipristal asetat (UPA) 19-norprogesteron derivesi olup selektif progesteron
reseptor modiilatoriidiir ve farmakolojik etki mekanizmasi halen tam olarak
anlasilmis degildir. Yar1 6mrii oral alimdan sonra 32 saattir. Plazma proteinlerine
%97-99 baglanmakta olup sitokrom P450 tarafindan metabolize edilir. UPA serum
progesteron seviyesine, koaktivator ve koinhibitdr ekspresyonuna gore agonist
veya antagonist olarak etki gosterir. Molekiiliin glukokortikoidlere ve androjen
reseptorlerine  baglanma aktivitesi antiprogestin  aktivitesinden dusiiktiir.
Antiglukokortikoid ve antiandrojen aktivitesi, antiprogestin aktivitesinden 50 kat
daha fazladir [7]. Menstrual siklusta FSH ve LH hormonlari ana rolii tistlenmis
durumdadirlar. Preovulatuar evrede Ostradiol seviyeleri artmakta ve bu durum
hipotalamusu LH sekresyonunu artirmasi yoniinde indiiklemektedir. LH salinimi
follikiiler riiptiir mekanizmasini aktive ederek pik yaptiktan 13-16 saat sonra
ovulasyon meydana gelmektedir [8]. Selektif progesteron reseptor modiilatorleri
progesteron seviyesi diisiik oldugunda agonist olarak davranirken, progesteron
seviyesi arttiginda antagonist olarak LH pikini ve ovulasyonu engeller. UPA’nin
ovulasyonu inhibe etmesi i¢in ovulasyondan hemen 6nce verilmesi esastir. UPA
muhtemelen ovulasyon i¢in kritik PR bagimli genlerin ekspresyonunu baskilayarak
ovulasyonu inhibe etmektedir. LH pik yaptiginda progesteron feedback
mekanizmasina ve UPA’ya duyarsiz hale gelmektedir [7, 40]. Ayn1 zamanda erken

luteal donemde alinan UPA endometriyal kalinlikta azalmaya, progesterona bagli
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implantasyon markerlarindaki degisikliklerle beraber histolojik matiirasyonda
gecikmeye neden olmaktadir. Dolayisiyla trofoblasta daha az reseptif olan uterus
ile implantasyonu engellemektedir [41]. Leiomiyoma olarak da bilinen UF’nin
tedavisinde UPA antiproliferatif ve apoptotik etki gostermektedir [42]. UPA ve
mifepriston gibi antiprogestin ilaglar UF tiimér boyutunda ve semptomlarda
regresyon saglamistir [34]. UF’de hiicresel fonksiyonlarda UPA ’nin cofilin, Src ve
ERK fosforilasyonunu, p27 ve ezrin protein seviyelerini azalttigi gosterilmistir
[43]. UPA’nin follikiilogenez tiizerindeki etkisine dair smirli sayida c¢alisma
bulunmaktadir. UPA’nin ovulasyonun blokajinda farkli follikiiler evrelerde farkli
farmakodinamik etki gosterdigi bulunmustur. Stratton ve ark. 2000 yilinda yaptigi
bir calismada, mid-follikiiler fazda tek doz 10, 50 veya 100 mg UPA
uygulanmasmin 14-16 mm c¢apa ulasmis follikiillerde follikiiler riiptiiriin
duraksadigin1 ve E2 sentezinin baskilandigini bulmuslardir. Yiiksek dozlarin ise
follikiil biiylimesini durdurdugunu gostermislerdir. Diger taraftan ¢cap1 18 mm veya
daha biiyiikk olan follikiillerde, follikiiller riiptiirin tedaviden sonra 5-6 giin
stiresince basarisiz oldugunu gozlemlemislerdir. Tek dozunun follikiilogenezisi
inhibe ettigi gosterilmis olsa da follikiilogenezisteki bu mekanizmasi tam olarak

aydinlatilmis degildir [8].

2.14. Vitamin D

Vitamin D3, UV stk altinda derideki 7-dehidrokolestrolden
dontistiiriilmektedir. Biyolojik olarak aktif olmayan bu vitamin D3 baglayici
protein ile karacigere tasmir ve karacigerde hidroksilasyonla 25-

hidroksivitaminD3’e doniistiiriiliir. Son olarak da bobrekte
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1,25dihidroksivitaminD3(VitD3)’e  doniistiirilmektedir. Bu molekiil VitD3
reseptorli (VitD3R) i¢in liganddir. VitD3’iin reseptorii DNA’da vitamin response
element bolgesi olarak bilinen VDREs’ye baglanmaktadir. Bu baglanma bolgeleri
cok sayida genin regiilasyonunda gorev almaktadirlar. Vitamin D’nin viicuda alim1
yalnizca deri aracilifiyla olmamaktadir. Suplement olarak da oldukca yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ayrica besinlerle diyet ile D vitamini alinabilmektedir
[44]. VitD3 VitD3R iizerinden hiicresel fonksiyonlar: regiile eder. VitD3R over
dahil bir¢ok organda eksprese olur. Daha Onceki g¢aligmalarda vitamin D’nin
follikiiler gelisim dahil over fonksiyonlarinda 6nemli rol aldigi gosterilmistir.
VitD3 suplementasyonu preantral follikiil sag kalimini, antral follikiil biiyiime ve
sag kalimini arttirmigtir. Ayrica VitD3 suplementasyonu antral donemde 6stradiol
ve AMH iiretimine yol agmistir [9]. VitD3’lin overde progesteron ve ostradiol
sentezini uyararak stereidogenezi de regiile ettigi gosterilmistir [10]. Dicken ve ark.
2012 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, VitD3 eksik beslenen ratlarda, follikiiler
gelisiminin  duraksadigi, Ostroz ~ dongiiniin  uzadigrt ve  gonadotropin
stimiilasyonundan sonra daha az oositin uyarildig1 belirlenmistir [45]. 2018 yilinda,
Xu ve ark. ratlarda VitD3’iin follikiilogenezis ve ovulasyondaki etkisini anlamaya
yonelik yaptig1 in vivo ve in vitro deneyler neticesinde, preantral ve antral
follikiilin  VitD3R sentezledigi ve yoklugunda bu follikiillerde gelisimin
duraksadigi belirlenmistir [9]. Ovaryumlarda D vitaminin etkisi, endokrin ve
parakrin aktivitesiyle iligkilidir. VitD3R ovaryumlarda da temel rolii tistlenmis D
vitamini reseptoriidiir. D vitamininin IVF tedavisi goren hastalarda fertilizasyon

tizerine etkilerini ¢alisan gruplarda yapilan deneyler neticesinde follikiiler sividaki
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D vitamini seviyelerinin, dogum oranlar1 ve gebe kalma ile pozitif ya da negatif bir
etkisi bulunmamustir [46]. Ancak, D vitamini suplementasyonunun insiilin direnci
ve obez olan kadinlarda pozitif etkilere neden oldugu gosterilmistir [47]. Poliskitik
over sendromu olan kadinlarda ise, D vitamininin follikiiler biiytimeyi destekledigi,
dominant follikiiliin secilmesi ve hamilelik oranlarini artirmasinin yaninda
menstrual siklusun siirekliligini sagladigi sonucuna varilmistir [48, 49]. Cok
merkezli yapilan bir baska calismada ise, 40 yas lstii kadinlarda D vitamini
eksikliginin azalmis ovaryan rezervle iliskili oldugu sonucuna varilmistir [50].
Ancak D vitamini ve follikiilogenezisle iligkili olan bu mekanizma, yeterli arastirma
sayisina ulagilamadigindan halen anlasilmis degildir. Onceki yillarda yapilan deney
hayvanlar ¢aligmalarinda, disi fareler D vitamini eksik diyetle beslendiklerinde,
Ostroz dongii siirelerinin uzadigi goriilmiistiir [45]. VDR null farelerde yapilan bir
calismada ise, ovaryan yetmezlik ve hasarlanmis follikiiler gelisim oldugunu
gozlemlemislerdir. VDR null farelerde ayn1 zamanda FSH ve LH serum hormon
diizeylerinde artis oldugu gozlemlenmistir [51]. Bu veriler analiz edildiginde
goriilmektedir ki D vitamini ovaryum fonksiyonlari i¢in temel ve dnemli bir role
sahiptir. Yapilan ¢alismalarda VitD3’{in ER, PR, proliferasyonla iligkili genlerin ve
anti-apoptotik Bcl-2’nin ekspresyonlarini azaltarak leiomyom boyutunda kii¢iilme
sagladigi da gosterilmistir. Ayn1 zamanda VitD3 leiomiyomada ekstraselliiler

matrikste artan fibrozis iliskili TGF-B’y1 suprese eder [52, 53].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar1 ve Uygulama

Calismada, 46 adet iireme caginda 180-240 gr agirliginda disi, gebe
olmayan, Wistar albino rat kullanildi. Denekler 22 +2°C sicaklikta, 12 saat
aydinlik/karanlik dongiide, ad libitum i¢gme suyu ve standart yem ile beslendi.
Kontrol grubunda 6 adet, diger her deney grubu i¢in 7 adet rat deney gruplarina

rastgele ayrilarak 7 grup olusturuldu. Gruplar asagidaki gibi planlandi;

Grup 1: (n=6) Kontrol Grubu (K): Intramiskiiler 0.02 ml/sigan/giin
serum fizyolojik haftada 3 giin 5 hafta boyunca uygulandi ve her giin 0,05

ml/si¢an/giin serum fizyolojik gavaj yoluyla verildi.

Grup 2: (n=7) VitD3 Grubu (VitD3): 3 hafta boyunca VitD3, 300ng/giin
gavajla verildi [54].

Grup 3: (n = 7) UPA Grubu (UPA): 3 mg/kg/giin UPA [55], ilk giinden
itibaren 5 hafta boyunca gavaj yoluyla % 0.9'luk serum fizyolojik i¢inde verildi.

Grup 4: (n = 6) Yiiksek ostrojen- progesteron grubu (O+P): 5 hafta
boyunca her iki giine bir 1,35 mg/kg/giin DES gavajla ve 1 mg/kg progesteron

intramiskiiler olarak uygulandi [35].

Grup 5: (n=6) VitD3 tedavi grubu (VitD3T); 5 hafta boyunca boyunca
her iki giine bir 1,35 mg/kg/glin DES gavajla ve 1 mg/kg progesteron intramiiskiiler

olarak uygulandiktan sonra, 3 hafta boyunca VitD3, 300 ng/giin gavajla verildi.
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Grup 6: (n=7) UPA tedavi grubu (UPAT): 5 hafta boyunca her iki giine
bir 1,35 mg/kg/giin DES gavajla ve 1 mg/kg progesteron intramiiskiiler olarak
uygulandiktan sonra, 5 hafta boyunca 3 mg/kg/giin UPA gavaj yoluyla %0,9'luk

serum fizyolojik i¢inde verildi.

Grup 7: (n=7) VitD3 + UPA tedavi grubu (VitD3T+UPAT): 5 hafta
boyunca her iki giine bir 1,35 mg/kg/giin DES gavajla ve 1 mg/kg progesteron
intramiskiiler olarak uygulandiktan sonra, 3 hafta boyunca VitD3, 300 ng/giin ve 5

hafta boyunca 3 mg/kg/giin UPA gavajla verildi.

Tedavi sonras1 komplikasyonlar veya advers olaylar i¢in deneklerin agirlik,
yiyecek veya su alimindaki degisiklikler, hareketlilikteki zorluk gibi durumlar

haftalik olarak takip edildi.

3.2. Deneyin Sonlandirilmasi

Deney siiresi sonunda, hayvanlar derin anestezi altinda intrakardiyak kan

aliarak 6tenazi edildi ve ovaryum dokular1 alindu.

3.3. Histolojik Yontem

3.3.1. Hematoksilen — eozin boyama

Deney bitiminde alinan ovaryum dokular1 %10 nétral formalinde 48 saat
tespit edildikten sonra rutin histolojik takip islemlerinden gegirilerek parafin
bloklar elde edildi. Hazirlanan parafin bloklardan 5 um kalinliginda seri kesitler
alind1 [56]. Alinan kesitler etiivde 63 °C’de 2 saat deparafinize edildikten sonra 2
kez 15’er dk ksilolde tutuldu. Sonra sirasiyla %100’lik, %96’lik, %80’lik ve

%70’lik alkol serilerinden 10’ar dk gegirilerek rehidratasyonlari saglandi. 10 dk
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akar suda yikandiktan ve alkol uzaklastirildiktan sonra Harris Hematoksilen
soliisyonunda 10 dk tutuldu ve akar suya alindi. 10 dk akar suyun altinda boyanin
fazlas1 uzaklastirildi. Ardindan %1°lik HCI soliisyonunda 1-2 dip yapildiktan sonra
kesitler tekrar akar suda yikandi. Yikama isleminden sonra 10 dk Eozin
soliisyonunda bekletildi. Fazla boyayi uzaklagtirmak igin 10 dk akar suda
yikandiktan sonra %50, %70, %80, %96, %100 artan alkol serilerinden gegirildi ve
suyun uzaklastirilmas: saglandi. 45 dk ksilolde bekletildikten sonra entellan ile
kapatildi. Elde edilen preparatlar Leica DCM 4000 (Germany) bilgisayar destekli
goriintiileme sisteminde, Leica Q Vin 3 programi kullanilarak resimlendirildi. Bu
yontemle overin yapisal 6zelliklerinin 151k mikroskop diizeyinde gruplar arasinda
karsilagtirmali olarak incelenmesi ve gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklarin

belirlenmesi amaclandi.

3.3.2. Follikiillerin siiflandirilmasi ve sayimi
Follikiil sayimu icin her bir overden rastgele secilen toplam 2 kesit se¢ildi
[56, 57]. Follikiiller primordiyal, preantral ve antral follikiil olarak gelisim

basamaklarinin smiflandirmalarina gore sayildi [58].

A. Primordiyal follikiil tek katli yassi follikiil hiicreleri ile ¢evrili
follikiildiir [16].

B. Preantral follikiil bir ya da daha fazla hiicre katmaniyla g¢evrili ve
goriiniir antrumu bulunmayan follikiildiir [58].

C. Antral follikiil agik¢a gdriinen bir antrumu ve kiimiiliis graniiloza hiicre

katmani bulunmaktadir [58].
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D. Atretik follikiil dejenere oosit ve bazal laminadan ayrilmis dejenere
follikiil hiicrelerinden olusan bir yapidir [15].
E. Korpus hemorajikum teka interna damarlarindan follikiil limenine olan

kanama ile merkezi pihtisi olan bir olusumdur [16].

3.4. Istatiksel Yontem

Nonparametrik gruplar arasinda follikiil sayim bulgularinin istatistiksel
analizi i¢in Kruskal Wallis methodu kullanild:. Istatistiksel anlamlilik degeri

(p)’nin 0,05’ten kiiciik olmast istatiksel olarak anlamli kabul edildi.

4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

4.1.1. Hematoksilen — Eozin Bulgulari
Kontrol grubunda yapilan histolojik incelemede tiim gelisim
asamalarindaki follikiiller kortekste normal olarak izlendi. Medulla bol kan damar1

ve bag doku bilesenleri ile yine normal goriintimdeydi (Resim 4.1.).
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Resim 4.1. Kontrol grubuna ait hematoksilen&eozin ile boyanmis kesitler.

A) Normal histolojik goriinimde primordiyal follikil (1), unilaminar primer
follikiil (—) ve multilaminar primer follikil (*) izleniyor (H&E, x200). B) Zona
pellusida (1), olusmaya baslamis antrum (*), teka interna ve eksterna (—) yapilari
ile normal histolojik goriiniim sergileyen sekonder follikiil (S) goriiliyor (H&E,
x200). C) Graniiloza hiicre katmani (G), antrum (*), teka interna ve eksterna (—)
yapilari ile normal histolojik goriiniim sergileyen Graff follikiil izleniyor (H&E,

x200).

VitD3 uygulanan grupta preantral ve antral follikiillerin kortekste normal
yapida oldugu ve o6zellikle antral follikiillerin sayilarinin goreceli olarak kontrol

grubuna gore artmis oldugu belirlendi. Ozellikle perifollikiiler stromaya ait
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kapillerlerde dilatasyon ve konjesyon son derece belirgindi. Ayrica korpus

hemorajikum sayisinin da artmig oldugu gozlemlendi. Bu da c¢ok sayida

ovulasyonun indiiklenmis olabilecegi kanisin1 dogurdu (Resim 4.2.).

Resim 4.2. VitD3 grubuna ait hematoksilen&eozin ile boyanmus kesitler. A)
Kortekste gesitli gelisim evresindeki follikiiller (*), atretik follikiiller (AT) ve
korpus hemorajikum (KH) yapist izleniyor (H&E X100). B) Normal histolojik
goriinlimde primordiyal follikiil (1), unilaminar primer follikiil (*), multilaminar
primer follikiil (m), sekonder follikiil (S) ve zona pellusidalar1 (—) goriilityor (H&E
X200). C) Normal histolojik goriiniim sergileyen Graff follikiil (G), multilaminar
primer follikiiller (*), atretik follikiil (AT) yapisi ve perifollikiiler kapiller

dilatasyon-konjesyon (DK) izleniyor (H&E X100). D) Kortekste ¢esitli gelisim
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evresindeki follikiiller (*) ve perifollikiiler kapiller dilatasyon-konjesyon (DK)

goriiliiyor (H&E X100).

UPA grubunda ¢ok fazla vaskiiler dilatasyon ve konjesyon artigi ile
hemorajik kist yapilart izlendi. Normal asamalarindaki follikiiller atretik hale

gelmistir. Normal goriinlimde olan antral follikiillerde graniiloza hiicrelerinde

intrasitoplazmik 6dem gézlemlendi (Resim 4.3.).

Resim 4.3. UPA grubuna ait hematoksilen&eozin ile boyanmis kesitler. A)
Hemorajik kist (K) yapilari izleniyor (H&E X40). B) Atretik follikiil (AT) yapilari
goriiliiyor (H-E X200). C) Graff follikiilde (G) intrasitoplazmik 6dem (—) izleniyor

(H-E X200). D) Normal histolojik gortiiniimde sekonder follikiil (S), multilaminar
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primer follikil (*), unilaminar primer follikiil (—) ve primordiyal follikiil (1) yapist

izleniyor (H-E X200).

Yiiksek Ostrojen — progesteron grubunda progesteronun negatif inhibisyonu
ile heniiz olgunlagmadan korpus luteum dejenerasyonu gozlemlendi. Antral follikiil
graniiloza hiicre katmani polikistik over sendromunundaki gibi goreceli ince olarak
belirlendi. Antral follikiilde yer yer dejenerasyon gozlemlendi. Dejenere
follikiillerin yaninda normal goriiniimde antral follikiiller de izlendi. Ostrojen
tarafindan artan LH piki ve ovulasyona bagli ¢cok sayida korpus luteum belirlendi.

Bu grupta vaskiiler dilatasyon ve konjesyon bulgulari gézlenmedi (Resim 4.4.).

Resim 4.4. Yiiksek Ostrojen — progesteron grubuna ait hematoksilen&eozin

ile boyanmus kesitler. A) Antral follikiilde (A) polikistik over sendromundaki gibi
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goreceli ince graniiloza (—) yapist ve dejenere korpus luteum (KL) yapilari
izleniyor (H&E X100). B) Dejenere graff follikiil (*) yaninda normal histolojik
goriinimde graff follikiil (G) goriliyor (H&E X100). C) Normal histolojik
goriinlimde primordiyal follikiil (—) yapisi izleniyor (H&E X200). D) Dejenere ve

cok sayida korpus luteum (KL) yapilart izleniyor (H&E X100).

VitD3 tedavi grubunda korpus luteum yapisi normal olarak izlendi. Normal
gelisim asamalarinda follikiiller gozlemlendi. Kontrol VitD3 grubundaki vaskiiler
konjesyon ve dilatasyon bu grupta da devam etmektedir. Normal goriiniimde olan

antral follikiillerin graniiloza hiicrelerinde intrasitoplazmik 6dem goézlemlendi

(Resim 4.5.).
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Resim 4.5. VitD3 tedavi grubuna ait hematoksilen&eozin ile boyanmis
kesitler. A) Normal histolojik goriintimde korpus luteum (KL) ve Graff follikiil (G)
izleniyor (H&E X100). B) Graff follikiilde (G) intrasitoplazmik 6dem (1) gorilityor
(H&E X100). C) Normal histolojik goriiniimde unilaminar primer follikiil (—) ve

multilaminar primer follikiil (*) yapisi izleniyor (H&E X200).

Yiiksek Ostrojen — progesteron grubundaki histolojik goriintii UPA tedavi
grubunda da benzer olarak degerlendirildi. Yiiksek Gstrojen — progesteron grubunda
izlenen duvari incelmis dev follikiiller bu grupta da gozlemlendi. UPAnin
progesteron negatif feedbackine engel olarak korpus luteumlar: biiyilitmiis oldugu

gozlemlendi. UPA etkisine bagli vaskiiler konjesyon ve dilatasyon izlendi. Normal

antral ve preantral follikiillerin yaninda atretik follikiiller de belirgindi (Resim 4.6.).
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Resim 4.6. UPA tedavi grubuna ait hematoksilen&eozin ile boyanmis
kesitler. A) Korpus luteum (KL) yapilari izleniyor (H&E X100). B) Duvari ince
dev follikiil (*) yapilar1 goriililyor (H&E X100). C) Biiylimiis korpus luteum (KL)
yapist izleniyor (H&E X100). D) Normal histolojik goriiniimde antral follikiil (A)

ve preantral follikiil (PA) yapist izleniyor (H&E X200).

VitD3 + UPA tedavi grubunda ¢ok sayida preantral ve antral follikiil say1s1
ile follikiilogenez goreceli olarak artmis olarak belirlendi. VitD3 grubunda gériilen

ozellikle perifollikiiler alanda kapillerlerde yaygin dilatasyon izlendi. Dev follikiil

say1s1 artmig ve atrezi goreceli olarak azalmis olarak gézlemlendi (Resim 4.7.).

Resim 4.7. VitD3 + UPA tedavi grubuna ait hematoksilen&eozin ile

boyanmis kesitler. A) Duvari ince dev follikiil (*) yapilar1 goriiliiyor (H-E X100).
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B) Normal histolojik goriiniimde follikiil (1) yapilari ile artmis follikiillogenez
izleniyor (H-E X100). C) Perifollikiiler dilatasyon (*) goriiliiyor (H-E X100). D)

Korpus luteum (KL) yapisi izleniyor (H-E X100).

4.1.2. Follikiil Sayim1 Bulgulari

Deney gruplarmin follikiil sayilar1 spesifik gelisim evrelerindeki total
follikiil sayisina oranlanmistir [59]. Deney gruplarinda, bu follikiil orani temel
alinarak olusturulan istatistiksel analizler i¢cin Kruskal-Wallis metodu
kullanilmistir. Istatiksel analiz neticesinde primordiyal follikiil ve antral follikiil
sayist i¢in gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05). VitD3,
VitD3T ve VitD3T+UPAT gruplarinda preantral follikiil sayis1 O+P grubuna gore
artmigtir. O+P ve UPA gruplarinda atretik follikiil sayis1 VitD3 grubuna gore artis
gdstermistir. Kontrol grubuna kiyasla korpus hemorajikum sayist O+P grubunda
artmustir. Korpus hemorajikum sayis1t UPAT ve VitD3T+UPAT gruplarida O+P
ve VitD gruplarma gére anlamli bir azalma géstermistir. O+P grubuna kiyasla

UPAT grubundaki azalma digerlerine gore daha fazladir (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Gruplara ait follikiil oranlar1 ve korpus hemorajikum sayilari.

A) Gruplara ait primordiyal follikiil oranlari. B) Gruplara ait preantral follikiil

oranlari. C) Gruplara ait antral follikiil oranlari. D) Gruplara ait atretik follikiil

oranlari. E) Gruplara ait korpus hemorajikum sayilari. Follikiil orani, spesifik

gelisim agsamasindaki follikiil sayilarinin total follikiil sayisina oranini ifade

etmektedir. Istatiksel anlamlilik: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

5. TARTISMA

Oosit ve gevresindeki somatik hiicrelerden olusan follikiil ovaryumun

temel fonksiyonel iinitesidir. Cesitli biiylime asamalarindan gegecek olan follikiil
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yapisinin matiir oosit salinimi i¢in gelisip korpus luteuma doniistiigii siireg
follikiilogenezis olarak adlandirilir [60]. Bu mekanizma ¢esitli biiyiime
faktorleriyle sinyal molekiillerinin gorev aldig1 kompleks bir siirectir. Follikiiler
gelisim mekanizmalari {izerine yapilacak olan arastirmalar, disi reprodiiktif
yasama iligkin daha kapsamli veri elde edilmesine ve reprodiiktif yaslanmaya
kars1 yeni terap6tik yaklasimlarin gelismesine olanak saglayacaktir [1]. Son
yillarda kullanimlar gittik¢e artan ve UF tedavisinde antifibroid etkileriyle
birlikte kullanilan UPA ve VitD3iin follikiilogenezisteki etki mekanizmasinin
anlasilmasi bu anlamda 6nem arz etmektedir. Calismamizda UPA ve VitD3’iin

follikiilogenez tizerindeki etkileri histolojik olarak incelenmistir.

Ulipristal asetat (UPA) 19-norprogesteron derivesi olup selektif progesteron
reseptdr modiilatoriidiir ve farmakolojik etki mekanizmasi halen tam olarak
anlagilmis degildir [7]. Leiomiyoma olarak da bilinen UF’nin tedavisinde UPA
antiproliferatif ve apoptotik etki gostermektedir [42] Literatirde UPA’nin
follikiilogenez {izerindeki etkisine dair smirli sayida calisma bulunmaktadir.
Stratton ve ark. 2000 yilinda yaptig1 bir ¢aligmada, mid-follikiiler fazda tek doz 10,
50 veya 100 mg UPA uygulanmasmin 14-16 mm capa ulasmis follikiillerde
follikiiler riiptiiriin duraksadigin1 ve E2 sentezinin baskilandigini bulmuslardir.
Yiiksek dozlarin ise follikiil biiyiimesini durdurdugunu gostermislerdir. Diger
taraftan capt 18 mm veya daha biiylik olan follikiillerde, follikiiller rupturun
tedaviden sonra 5-6 giin siiresince basarisiz oldugunu goézlemlemislerdir. Tek
dozunun follikiilogenezisi inhibe ettigi gosterilmis olsa da follikiilogenezisteki bu

mekanizmasi tam olarak aydinlatilmig degildir [8].
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Calismamizda UPA verilen grupta atretik follikiil sayisinda VitD3 grubuna
kiyasla istatiksel olarak anlamli bir artis saptanmistir. Korpus hemorajikum sayisi
UPAT ve VitD3T+UPAT gruplarinda O+P ve VitD gruplarina gére anlamli bir
azalma gostermistir. Bu UPA’nin ovulasyonu inhibe etmesine bagli bir azalma

olarak diisliniilmistir.

Komatsu ve ark.nin 2017 yilinda yaptig1 bir ¢aligmada progesteronun 100
ng/ml’de ovulasyonu ve primer follikiil gelisimini uyardig1 gosterilmistir.
Progesteron PGR membran komponenti 1 (PGRMC1) {izerinden gelismekte olan
follikiillerin graniiloza hiicrelerinde etki gostermektedir. PGRMCI1 progesterona
yiiksek afinite ile baglanarak graniiloza hiicrelerindeki antiapoptotik ve antimitotik
etkisini kontrol eder [6]. Bu ¢alisma ile baglantili olarak bizim ¢alismamizda da
izlenen UPA’nin follikiillerdeki atretik etkisi progesteron baglayict PGRMCI

reseptoriindeki antagonizma sonucu olabilir kanisina varilmstir.

Progesteron ve progestinlerin vaskiiler etkileri farklilik gostermektedir [61].
2015 yilinda Pang ve ark. insan umblikal ven endotel hiicrelerinde yaptig
caligmaya gore progesteron membran PRo {izerinden NO iiretimini stimiile
etmektedir. Niikleer PR agonistleri ve medroksiprogesteron asetat membran PR’ye
diisiik baglanma affinitesi gostermistir [62]. Ancak progesteronun ve sentetik
progestinlerin Ostrojenle indiiklenen NO sentezi ilizerine etkileri tam olarak
bilinmemektedir [63]. 2011 yilinda Miner ve ark. reprodiiktif donemde oral
progesteronun kisa donemde akim iligkili vazodilatasyona etkilerini
incelemislerdir. Bu ¢aligmada oral progesteronun dstrojenin vazodilatasyona olan
etkisini antagonize ettigini gostermislerdir [64].

36



Calismamizda UPA, vaskiiler dilatasyon ve konjesyon artisina sebep
olmustur. Bu etki UPA’nin progesteronun oOstrojene bagli vazodilatasyon

tizerindeki inhibisyonunu ortadan kaldirmasi sonucu olabilir.

VitD3 VitD3R fizerinden hiicresel fonksiyonlari regiile eder. VitD3R
ovaryum dahil bir¢ok organda eksprese olur. 2012 yilinda Halder ve ark. yaptig
caligmada VitD3’iin ER, PR, proliferasyonla iligkili genlerin ve anti-apoptotik Bcl-
2’nin ekspresyonlarin1 azaltarak leiomyom boyutunda kiiciilme sagladigi
gosterilmistir [65]. Daha 6nceki ¢aligmalarda vitamin D’nin follikiiler gelisim dahil
ovaryum fonksiyonlarinda 6nemli rol aldig1 gosterilmistir [9]. Dicken ve ark. 2012
yilinda yaptig1 bir ¢calismada, VitD3 eksik beslenen ratlarda, follikiiler gelisiminin
duraksadigi, Ostroz dongiiniin uzadigr ve gonadotropin stimiilasyonundan sonra
daha az oositin uyarildig1 belirlenmistir [45]. 2018 yilinda, Xu ve ark. ratlarda
VitD3’lin follikiilogenezis ve ovulasyondaki etkisini anlamaya yonelik yaptigi in
vivo ve in vitro deneyler neticesinde, preantral ve antral follikiilin VitD3R
sentezledigi ve yoklugunda bu follikiillerde gelisimin duraksadigi belirlenmistir.
VitD3 suplementasyonu preantral follikiil sag kalimini, antral follikiil biiylime ve
sag kalimini arttirmistir. Ayrica VitD3 suplementasyonu antral donemde Ostradiol

ve AMH iiretimine yol agmugtir [9].

Calismamizda VitD3’lin suprafizyolojik olarak verildigi grupta follikiil
sayilart agisindan kontrole kiyasla anlamli bir fark bulunamamistir. VitD3
grubunda UPA’ya kiyasla atrezi azalmistir. O+P grubuna gore VitD3 ve
VitD3+UPA tedavi gruplarinda preantral follikiil sayilar1 artmigtir. VitD3 tedavi
grubundaki artig VitD3+UPA grubuna gore daha fazladir.
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Mheid ve ark. 2011 yilinda saglikli bireyler yaptiklart ¢aligmada VitD3’{in
artmig akim iligkili dilatasyon ve reaktif hiperemi ile iliskili oldugunu
gostermislerdir. VitD3 yetersizligi olanlarda normalizasyon sonrasi ortalama arter
basinct azalmistir [66]. Tarcin ve ark. 2009 yilindaki caligmasinda VitD3
yetersizligindeki azalmis akim iligkili vazodilatasyon orani, replasman tedavisi
sonrast diizelme gostermistir [67]. Zhang ve ark. 2018 yilinda yaptiklar ¢alismada
prediyaliz kronik bobrek hastalarinda VitD3 suplementasyonu endotelyal
disfonksiyonda diizelme saglamistir. Yine akim iliskili dilatasyon oraninin VitD3
ile iligkili oldugu gosterilmistir [68]. 2019 yilinda Mahmoud ve ark. obez
eriskinlerde yaptig1 ¢alismada VitD3 NO bagimli vaskiiler dilatasyona yol agmistir
[69]. Belirtilen calismalarla paralel olarak c¢alismamizda da VitD3 o6zellikle
perifollikiiler kapiller olmak {izere vaskiiler dilatasyon ve konjesyona neden oldugu

gozlenmistir.

Ovaryumda o6nemli endokrin fonksiyonlar1 olan Ostrojenin iki ¢esit
reseptorli bulunmaktadir. Bunlardan 6strojen reseptorii o (ERa) teka hiicrelerinde
eksprese olurken ERp graniiloza hiicrelerinde eksprese olmaktadir [31]. 1972
yilinda Goldenberg ile Reiter ve ark. yaptiklar1 ¢aligmalarda sentetik bir dstrojen
olan DES’in ratlarda graniiloza hiicre proliferasyonunu ve follikiil biiylimesini
uyardigini gostermislerdir [70, 71]. Progesteron hamileligin devaminda ve

ovulasyonun kontroliinde temel hormon olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Progesteron reseptorii (PR) niikleer bir reseptor olup Graff follikiiliiniin
graniiloza hiicrelerinde eksprese olur [6]. 2016 yilinda Bishop ve ark. maymun
follikiillerinden elde edilen granuloza hiicreleriyle yaptigi ¢alismada ise niikleer
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progesteron reseptOriiniin, progesteron aktivitesine aracilik ettigi ve dominant
follikiiliin se¢iminde, iligkili olarak da ovulasyonda etkili oldugu sonucuna
varmiglardir [38]. Progesteron baglayici bagka bir protein olan PGR membran
komponenti 1 (PGRMCI1) gelismekte olan follikiillerin graniiloza hiicrelerinde
sentezlenir. Progesteron, PGRMCI1 reseptorii lizerinden graniiloza hiicrelerinde etki
etmektedir ve konsantrasyonu follikiil gelisimiyle korelasyon gostermektedir. 2017
yilinda Komatsu ve ark. yaptigi bir calismada progesteron diizeyindeki bu
degisiklik taklit edildiginde 10 ng/ml konsantrasyonda bir degisiklik saptanmazken,
100 ng/ml’de progesteronun ovulasyonu ve primer follikiil gelisimini uyardigi
gosterilmistir. 1 pg/ml konsantrasyonda ise ovulasyonu ve sekonder follikiil
gelisimini baskilamistir [6]. 2015 yilindaki Ting ve ark. yaptig1 bir ¢aligmada da
diisiik doz progesteronun follikiil sag kalimini arttirirken, yiiksek dozda oosit
dejenerasyonunu arttirdigi gosterilmistir [31]. 2018 yilinda Zhao ve ark. yaptigi
DES ve progesteron ile yapilan UF model ¢alismasinda UF model grubunda serum
Ostrojen ve progesteron seviyelerinin, uterus ve overde ER ve PR’nin arttigi
gosterilmistir [35]. Calismamizda DES ve progesteron kullanilan O+P grubunda
preantral follikiil sayis1 azalmis ve VitD3 grubuna kiyasla atrezi artmistir. Bu
durumun yiiksek progesteron konsantrasyonuna bagli olabilecegi kanisina

varilmistir.

2009 yilinda Tamura ve ark. ratlarda progesteron reseptdr antagonisti olan
mifepristonun 20mg/kg veya daha fazla olan dozlarda luteal kist ve biiyiik korpus
luteum yapilarina neden oldugunu gostermislerdir [72]. Calismamizda O+P

grubunda progesterona bagli olarak negatif inhibisyon ile heniiz olgunlasmadan
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korpus luteum dejenerasyonu gozlemlenmistir. Ostrojen tarafindan artan LH piki
ve ovulasyon sonucu ¢ok sayida korpus luteum belirlenmistir. VitD3 tedavi
grubunda korpus luteum yapisi normal olarak izlenmistir. UPA progesteron negatif
feedbackine engel olmasi nedeniyle korpus luteumlarin biiylimiis olarak

gozlemlendigi distiniilmiistir.

2016 yilinda Kondo ve ark. mifepriston ile yaptiklari calismanin sonucunda;
kontrol grubuna kiyasla atretik-kistik follikiil, preantral follikiil ve kiigiik antral
follikiil sayilar1 artig gosterirken, biiyiik antral follikiil sayis1 anlamli bir degisiklik
gostermemistir [57]. Calismamizda O+P grubunda antral follikiillerde graniiloza
hiicre katmani polikistik over sendromunu taklit edercesine goreceli ince olarak
belirlenmistir. UPA ve UPA+VITD3 tedavi gruplarinda da duvari incelmis dev

follikiiller gdzlemlenmistir.

6. SONUCLAR

UPA ile ilgili yapilan diger ¢aligmalar incelenerek ¢alismamizda
antifibroid tedavide kullanilan UPA ve VitD3’{in birlikte ovaryumda

follikiilogenezis iizerine olan etkileri incelenmistir.

Histolojik analizler sonucunda yiiksek Ostrojen ve progesteron durumunda
follikiilogenez artisi1 en ¢ok VitD3 ve VitD3+UPA tedavi gruplarinda
goriilmiistiir. VitD3 tedavi grubundaki artisin VitD3+UPA tedavi grubuna kiyasla
daha fazla oldugu saptanmigtir. UPA’nin follikiiler atreziye neden oldugu kanisina
varilmistir. Benzer olarak korpus hemorajikum sayisinin UPA’nin ovulasyonu

inhibe etmesine bagli olarak azalma gosterdigi gézlenmistir.
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Sonug olarak yiiksek doz dstrojen-progesteron uygulamasinda VitD3 ve
VitD3+UPA tedavisinin folikiilogenezis indiiksiyonu i¢in etkin olabilecegi
kanisina varilmistir. Konu ile ilgili follikiilogenezis markerleri kullanilarak
yapilacak immiinohistokimyasal ¢calismalar ¢ok daha etkin sonuglara ulagilmasini

saglayacaktir.
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OSTROJEN-PROGESTERON KOMPLEKSI iLE
UYARILMIS OVARYUMDA VITAMIN D VE

ULIPRISTAL ASETAT ETKISI

OZET

Follikiilogenez overde meydana gelen, gesitli biiylime faktorlerinin ve sinyal
molekiillerinin yer aldigi kompleks bir siirectir. Ovulasyonun kontroliinde rol
oynayan hormonlardan biri progesterondur. Son ¢alismalar, progesteronun
ovulasyonu ve primer follikiil gelisimini uyardigin1 gostermektedir. Yiiksek
progesteron konsantrasyonu ovulasyonu ve sekonder follikiil gelisimini baskilar.
Bu bilgiler 1s18inda, progesteron reseptor modiilatorii olarak Ulipristal asetatin
(UPA) follikiilogenezde rolii oldugu sonucuna varilabilir. UPA'nin follikiilogenez
tizerindeki etkisi ile ilgili sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Vitamin D3
(VitD3), follikiiler gelisim de dahil olmak iizere over fonksiyonlarinda 6nemli bir
rol oynadig1 gosterilen baska bir faktordiir. VitD3 suplementasyonu preantral
follikiil sagkalimini, antral follikiil biliylimesini ve sagkalimi arttirir. VitD3'lin
overde progesteron ve Ostradiol sentezini uyararak steroidogenezi de diizenledigi
gosterilmistir. Follikiiler gelisim mekanizmalarinin arastirilmasi, disi reprodiiktif
yasama iligkin daha kapsamli veri elde edilmesine ve reprodiiktif yagslanmaya kars1
yeni terapotik yaklagimlarin gelismesine olanak saglayacaktir. Bu agidan uterin
fibroid tedavisinde antifibroid etkiler i¢in son yillarda birlikte kullanimi artan UPA
ve VitD3'lin follikiilogenezdeki etki mekanizmasinin anlasilmasi Onemlidir.

Calismamizda UPA ve VitD3'liin follikiilogenez {izerine etkilerini rat modelinde
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kullanilan histokimyasal yontemlerle arastirdik. Calismada 47 disi Wistar-albino
rat rastgele yedi gruba ayrildi: kontrol grubu, 3 hafta oral VitD3 (300 ng/giin)
uygulama grubu, 5 hafta oral UPA (3 mg/kg/glin) uygulama grubu, her 2 giinde bir
5 hafta oral DES (1,35 mg/kg/giin) ve IM progesteron (1mg/kg) uygulama grubu,
DES ve progesteron uygulamasi sonrast 3 hafta oral VitD3 (300 ng/giin) tedavi
grubu, 5 hafta oral UPA (3 mg/kg/giin) tedavi grubu, VitD3+UPA tedavi grubu.
UPA grubunda normal evredeki follikiiller atretik hale geldi ve hemorajik kistik
yapilar1 gozlemlendi. Yiiksek Ostrojen-progesteron uygulama grubunda antral
follikiillerin graniiloza hiicre katmanlarinin polikistik over sendromu gibi goreceli
olarak ince oldugu belirlendi. UPA ve VitD3 + UPA tedavi gruplarinda da duvarlari
incelmis dev follikiiller goriildii. Yiiksek Ostrojen-progesteron uygulanan grupta,
Ostrojenin neden oldugu LH pikindeki artis ve ovulasyon nedeniyle bir¢ok korpus
luteum tespit edilmistir. Progesteronun negatif inhibisyonu nedeniyle heniiz
olgunlasmadan oOnce korpus luteum dejenerasyonu da goézlemlendi. Korpus
luteumun yapis1 VitD3 tedavi grubunda normaldi. UPA’nin progesteron negatif
feedback mekanizmasini engelledigini ve UPA tedavi grubunda korpus luteumlarin
biiylidiigiinii gosterdik. UPA ve VitD3 asir1 vaskiiler dilatasyon ve konjesyona
neden olmustur. Sonug¢ olarak, yiikksek Ostrojen-progesteron durumunda
follikiilogenez agisindan en iyi sonuglar1 VitD3 ve VitD3+UPA tedavi gruplarinin

verdigi gozlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Follikiilogenezis, Progesteron, Ulipristal asetat, Vitamin D

53



EFFECT OF VITAMIN D AND ULIPRISTAL ACETATE

IN THE OVARIUM STIMULATED BY ESTROGEN-

PROGESTERONE COMPLEX

ABSTRACT

Folliculogenesis is a complex process that occurs in the ovaries, with
various growth factors and signal molecules take part. One of the hormones
involved in the control of ovulation is progesterone. Recent studies show that
progesterone stimulates ovulation and primary follicle development. High
progesterone concentration suppresses ovulation and secondary follicle
development. In the light of this information, it can be deduced that Ulipristal
acetate (UPA) as a progesterone receptor modulator has a role in folliculogenesis.
There are limited studies about the effect of UPA on folliculogenesis. Vitamin D3
is another factor that has been shown to play an important role in ovarian functions
including follicular development. VitD3 supplementation increases preantral
follicle survival, antral follicle growth, and survival. It has been shown that VitD3
also regulates steroidogenesis by stimulating progesterone and estradiol synthesis
in the ovary. Research on follicular development mechanisms will provide more
comprehensive data on female reproductive life and the development of new
therapeutic approaches against reproductive aging. In this respect, it is important to
understand the effect mechanism in folliculogenesis of UPA and VitD3, which are
increasingly used together in recent years for antifibroid effects in uterine fibroid

treatment. In our study, we investigated the effects of UPA and VitD3 on
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folliculogenesis by used histochemical methods in a rat model. In study 48 female
Wistar-albino rats randomly divided into seven groups: control group, 3 weeks oral
VitD3 (300 ng/day) administration group, 5 weeks oral UPA (3 mg/kg/day)
administration group, every 2 days for 5 weeks oral DES (1,35 mg/kg/day) and IM
progesterone (1mg/kg) administration group, after DES and progesterone
administration 3 weeks oral VitD3 (300 ng/day) treatment group, 5 weeks oral UPA
(3 mg/kg/day) treatment group, VitD3+UPA treatment group. Follicles in normal
stages have become atretic and hemorrhagic cystic structures were observed in the
UPA group. In the high estrogen—progesterone administration group, the granulosa
cell layers of antral follicles were determined to be relatively thin like the polycystic
ovary syndrome. Giant follicles with thinning walls were also observed in the UPA
and VitD3+UPA treatment groups. In the high estrogen—progesterone applied
group, many corpus luteums were detected due to an increase at LH peak and
ovulation caused by estrogen. Corpus luteum degeneration was also observed
before maturation because of negative inhibition of progesterone. The structure of
the corpus luteum was normal in the VitD3 treatment group. We demonstrated that;
UPA prevented progesterone negative feedback, and corpus luteums were observed
to be enlarged in the UPA treatment group. UPA and VitD3 cause excessive
vascular dilatation and congestion. As a result, it was observed that VitD3 and
VitD3+UPA treatment groups gave the best results in terms of folliculogenesis in

the condition of high estrogen—progesterone.
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