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OZET

SICANLARDA DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN POLIKISTIK OVER
SENDROMUNDA VITAMIN D’NiN OVARYUM iNFLAMASYONUNA
ETKISi

Secil TAN
Yuksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji AD
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Gilgin ABBAN METE

Haziran 2017, 88 Sayfa

Polikistik over sendromu (PKOS) ureme cagindaki kadinlarda yaygin bir endokrin
bozukluktur. Kronik anovulasyon, infertilite, hiperandrojenizm, hirsutizm gibi tani kriterlerinin
yaninda insdlin direnci, obezite, endotel disfonksiyonu ve metabolik sendrom gibi hastaliklarla
iliskilendirilmistir. Son yillarda PKOS’la birlikte seyreden hastaliklar ve PKOS arasindaki iligkinin
kronik inflamasyon ve D vitamini eksikligi olabilecegi dusinilmustir. Ancak D vitamininin
PKOS’la iligkisini arastiran ¢alismalarin sonuglar geliskilidir ve inflamasyon durumunda arttigi
dusunulen sitokinler IL-1 beta IL-6 ve TNF-alfa’nin ovaryum dokusunda nasil etki gdsterdigini
aciklayan imminohistokimya calismasina rastlanmamigtir. Bu c¢alismada sicanlarda
dehidroepiandrosteron (DHEA) ile deneysel PKOS olusturularak, vitamin D ‘nin ovaryum
dokusunda proinflamatuar sitokinlerden IL-1 beta, IL-6 ve TNF-alfa Uzerine kisa ve orta
dénemde etkisine bakilmistir. D vitaminin énce uygulanmasiyla (20 gun boyunca ve DHEA
enjeksiyonundan 2 saat dnce), sonra uygulamasinin (ilk 20 gin boyunca sadece DHEA
enjeksiyonu, 20. glinden sonra 20 gun boyunca DHEA'dan 2 saat dnce D vitamini enjeksiyonu)
DHEA ile indiklenmis deneysel PKOS modeli olusturulan siganlarda etkisinin olup olmadigi
arastirnlmigtir. D vitamininin kisa dénemde ovaryumda IL-1 beta IL-6 ve TNF-alfa belirteclerine
anlaml bir etkisi olmadigi fakat kistik folikil sayisini azalttigi gérilmustir. Bunun yaninda
DHEA’ya daha uzun slire maruz kalan grupta IL-6, IL-1 beta ve TNF-alfa ekspresyonlarinda
artis goralmastar.

Anahtar Kelimeler: Polikistik over sendromu, Vitamin D, inflamasyon, immunohistokimya,
ovaryum

Bu ¢alisma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2015SBEQO05).
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ABSTRACT

THE EFFECT OF VITAMIN D ON OVARIAN INFLAMMATION IN EXPERIMENTAL

POLYCYSTIC OVARIAN SYNDROME IN RATS

TAN, Secil
M.Sc. Thesis in Histology and Embryology
Supervisor: Prof. Gulgin ABBAN METE (PhD)

Jun 2017, 88 Pages

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is a common endocrine disorder in women
of reproductive age. In addition to diagnostic criteria such as chronic anovulation,
infertility, hyperandrogenism, hirsutism; it is associated with diseases such as insulin
resistance, obesity, endothelial dysfunction and metabolic syndrome. In recent years,
the relationship between PCOS-associated diseases and PCOS has been thought to
be chronic inflammation and vitamin D deficiency. However, the results of studies
investigating the association of vitamin D with PCOS are contradictory, and
immunohistochemical studies have not been found to explain how the cytokines IL-1
beta, IL-6 and TNF-alpha, which are thought to increase in the case of inflammation,
affect the ovarian tissue. In this study, short-time and mid-term effects of vitamin D on
IL-1 beta, IL-6 and TNF-alpha in the ovary were investigated in
dehydroepiandesterone-induced PCOS rat model. We investigated whether pre-
administration (daily from 2 hours before PCOS induction) and post-administration
(DHEA injection daily for 20 consecutive days and 20 days after the first injection of
DHEA, daily from 2 hours before DHEA injection) of vitamin D could have effect
dehydroepiandrosterone-induced PCOS rat model. Vitamin D has not been shown to
have a significant effect on the IL-1 beta IL-6 and TNF-alpha markers in the short-term
in the ovary, but it has been shown to reduce the number of cystic follicles. However,
increased expression of IL-6, IL-1 beta and TNF-alpha was observed in the longer
exposure group to DHEA.

Keywords : Polycystic ovary syndrome, vitamin D, inflammation,
immunohistochemistry, ovary
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1. GIRIS

ilk olarak 1935 yilinda tanimlanan polikistik over sendromu (PKOS)
hiperandrogenizm, hirsutizm ve ovaryumlarin polikistik gérinimu ile karakterize bir
semptomlar kompleksidir. Uzun donemde metabolik ve kardiyovaskuler problemlerle
birliktelik gosteren PKOS Ulreme cagindaki kadinlarda yaygin olarak karsilasilan
endokrinolojik sorunlardan biridir (Frank S 1995, Yildiz BO vd 2012). Klinik ¢calismalar
PKOS’lu hastalarda artmis glikoz intoleransi, kardiyovaskiler hastaliklar, tip Il diyabet,
follikiler maturasyonda duraklama, teka hiicrelerinde anormal androjen uretimi, obezite,
endometrial hiperplazi, endometrial ve ovaryan kanserler ile iliskili oldugunu
gostermektedir (Daan NM vd 2014, Henmi H vd 2001). Yapilan bircok arastirma
sonucunda etiyolojisi tam olarak bilinmese de genetik ve g¢evresel faktérlerin PKOS
patogenezinde etkili oldugu goérist kabul gérmektedir. Sendromun tani kriterleri ile ilgili
tartismalar suregelmekle birlikte, PKOS ve metabolik komplikasyonlar arasindaki
patogenetik yolaklar da halen tartisiimakta olup agik degildir. Son dénemde yapilan
¢alismalar degerlendirildiginde, kronik duasik dereceli inflamasyonun PKOS
patogenezinde, ve metabolik komplikasyonlarin meydana gelmesinde etkili faktérlerden
biri oldugu dusundlmektedir (Janssen OE vd 2008). 2014 yilinda yapilan bir calismada
polikistik overlerin teka tabakasinda ve stromada makrofaj sayisinda, TNF-a, IL-1b, IL-6
ekspresyonunda artis oldugu saptanmistir (Jang M vd 2014). Bir bagka calismada
serumda ve follikal sivilarinda TNF-a, IL-1b, IL-6'nin arttigi belirtiimistir (Amato G vd
2003). TNF-a, IL-1b, IL-6 ekpresyonlarinda degisme olmadigini belirten ¢alismalar da
mevcuttur (Guo R vd 2015).

PKOS tedavisinde metformin ve ovulasyonun duzeltiimesinde klomifen sitrat en
yaygin kullanilan ilaglardir. Ancak uzun dénem kullaniimasi durumunda ¢oklu follikul
gelisimi, ovaryan hiperstimulasyonu, ¢oklu ve ektopik gebelik ve néral tip defektleri yan
etki olarak karsimiza gikmaktadir (Kousta E 1997). Bu nedenle alternatif tedavilere

gereksinim vardir. Ginimuizde antioksidanlar, D vitamini gibi ¢esitli ajanlarin PKOS



tedavisinde etkinligi arastiriimaktadir. D vitamini kalsiyum metabolizmasi ve kemik
minerilizasyonu disinda Ureme iglevinde de 6énemlidir. D vitamini eksikliginin infertiliteyle
iligkili oldugu ve yeterli D vitamini aliminin in vitro fertilizasyon tedavisinde daha iyi
sonuglar alinmasini sagladigi bildiriimektedir (Kousta E 1997, Kim JJ vd 2014). Ayrica
primer dismenoreyi tedavi edebilecegi de iddia edilmektedir (Kim JJ vd 2014). PKOS’ lu
hastalarda yapilan galigmalarda D vitamininin VKIi'yi (viicut kitle indeksi), iD’yi (inslin
direnci), hiperandrogenezi ve menstrual siklusu dizenledigi gosterilmistir (Tehrani HG
2014).

1.1. Amag

D vitamininin PKOS’ta menstruel siklusu dizenledigi, hipoandrogenizmi ve
insulin direncini duzelttigi gosterilmistir (Tehrani HG 2014). Ancak PKOS’un D vitamini
ile iliskisini arastiran bircok g¢alisma olmasina ragmen bu calismalarin sonuglari PKOS
ve D Vitamini iliskisini kesin olarak aciklayamamaktadir. PKOS’'ta gortlebilen dusuik
dereceli inflamasyona D vitamininin, over dokusu Uzerinde etkilerini inceleyen bir
¢alisma henlz mevcut degildir. Bu calismada hedefimiz, PKOS patogenezinin
olusmasinda rol aldigi dusdndlen inflamasyon mekanizmasinda, D vitamininin
inflamasyonu duzeltici etkisinin olup olmadigini arastirmaktir.  Yapilan literatlr
taramasinda D vitaminin polikistik over dokusunda inflamatuar sitokinler Gzerine etkisiyle
ilgili histolojik caligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle bu ¢alismada PKOS olusturulan
sican ovaryumunda vitamin D ‘nin proinflamatuar sitokinlerden IL-1b, IL-6 ve TNF a

Uzerine etkisinin arastiriimasi amaglanmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Ovaryum Gelisimi

Erkek ve digi morfolojik karakterleri embriyonik 7. haftaya kadar gelisime
baslamazlar. Bu nedenle genital sistemin gelisimi baslangic déneminde seksuel
gelisimin farklanmamis safhasi olarak adlandirilir. Farklanmamis gonadlar ti¢ kaynaktan
koken alir (Moore KL vd 2008):

l. Posterior abdominal duvari déseyen mezotel
Il. Embriyonik bag dokusu
M. Primordiyal germ hucreleri

5. haftada mezonefrozun medialinde mezotelde bir kalinlasma meydana gelir. Bu
epitelin altindaki mezensim ile olusturdugu kabarti gonadal kabarti olarak adlandirilir.
Parmak seklinde uzantilar veren mezotel, altindaki mezensim icine dogru gonodal
kordonlari verir ve kisa surede farklanmamig gonad dista korteks ve igte medulla olacak
sekilde olusur. Farklanmamig gonadin bundan sonraki gelisimi esey kromozomlari
tarafindan belirlenir. Embriyo XX esey kromozomuna sahipse farklanmamis gonad

korteksi overe farklilasir.

4.hafta basinda esey hicreleri vitelliis kesesi duvarinda allantoisin baslangi¢
yerine yakin, endodermal hiicreler arasindan farklanmaya baglar. Embriyo katlanmasi
sirasinda vitellusun dorsal pargasinin embriyo igine dahil olmasi ile primordiyal germ
hicreleri arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca gonadal kabartilara gé¢ eder. 6.
haftada primordiyal germ hicreleri altindaki mezensim igine gdé¢ ederek gonadal
kordonlara dahil olurlar. 10. haftaya kadar overler histolojik olarak ayirt edilemezler.
Gonadal kordonlar, medulla icerisine sokularak ‘rete ovarii’yi olustururlar. Bu olugan yapi
ve gonodal kordonlar normalde dejenere olup kaybolurlar. Kortikal kordonlarin boyutlari
arttiginda, primordiyal germ hucreleri onlarin i¢ine girer. 16. haftada primordiyal germ

hicrelerini barindiran kortikal kordonlar izole hicre kumeleri olusturacak sekilde



pargalanir ve primordiyal folliktlleri olustururlar. Fetal yagsam sirasinda aktif mitoz sonucu

binlerce primordiyal follikil meydana gelir.

2.2.  Ovaryum Histolojisi

Ovaryumlar, temelde iki ana fonksiyonla gorevli internal disi Greme organlaridir. Disi
gametlerin Uretimi olan gametogenez ve steroid hormonlar olan O6strojen ve
progestrojenlerin  Uretimi olan steroidogenezden sorumludur. Nulliparlarda
ovaryumlar yaklasik 3 cm boyunda, 1,5 cm eninde, 1 cm kalinliginda badem seklinde,
¢cok acik pembe renkli bir ¢ift organdir. Pubertaya kadar yuzeyi dizgin hatli
seyrederken, puberte sonrasinda tekrarlanan ovulasyonlar sayesinde yuzeyi skarli ve
duzensiz bir hal alir. Postmenopozal dénemde ovaryumlarin boyutu Ureme
¢agindakinin dortte biri buydkligine gerilemektedir. Ovaryumlar histolojik agidan
korteks ve medulladan olugmaktadir. Medullar bélge ovaryumun merkezinde gevsek
bag dokusu, nispeten blyuk, kivrimli kan ve lenf damarlarini ve ayrica sinirleri iceren
bdlgesidir. Kortikal bdlgesi, medullayi ¢evreleyen, bag dokusu igine gémuli ovaryum
follikGllerini iceren, ovaryumun periferik bdlgesidir. Folliktllerin etrafinda daginik halde
diz kas lifleri bulunmaktadir (Ross MH 2011).

Ovaryum yuzeyi germinal epitelle doselidir. Germinal epitel tek kath kubik veya
bazi bolgelerde yassi epitelden olusmaktadir. Germinal epitel gegmiste germ hicresi
uretim yeri olarak digunuldigunden verilmis yanlis bir isimlendirmedir. GUnumuzde
primodiyal germ hucrelerinin embriyonik yolk kesesinden gonadlarin korteksi igine
gOc edip burada farklilasarak ovaryum farklanmasini indukledigi bilinmektedir.
Germinal epitelle korteks arasinda siki bag dokusu tabakasi olan tunika albuginea yer

almaktadir.

2.2.1. Ovaryum Follikullerinin Geligimi

Ug temel tipte folliklll tanimlanabilir;
l. Primordiyal follikal
Il. Buyumekte olan folliktller: Primer follikil, Sekonder(antral) follikal

Il. Olgun (Graaf) follikal



Primordiyal follikuller fetal gelisimin 3. ayinda ortaya ¢ikar ve ovaryumun korteks
stromasinda tunika albugineanin hemen altinda yer alirlar. Oositi gevreleyen tek sira
yassi follikil hacreleri ve follikll hicrelerini distan saran bazal lamina ile sinirlidir.
Primordiyal folikl oositin buyumesi ile buyuimeye baglar. Yassi follikil hicreleri prolifere
olarak kubik sekil alirlar. Bu evrede follikul primer folliklil olarak adlandirilir. Oosit
blyldikce salgiladigi 6zel bazi proteinler ile oositin gevresinde ekstraselller bir érta
olan zona pellusidayi olusturur. Follikiil hiicreleri zona pellusida olusumu ile granuloza
tabakasini olusturmak icin tabakalasmaya baslar. Dista bazal lamina ve bazal lamina
Uzerine oturmus prizmatik granuloza hicreleri olusur. Follikili distan saran stroma
hicreleri arasinda bag dokusu hicreleri sarmaya baslar ve bag dokusu hicreleri primer
follikilin teka tabakasini olusturur. Gelisen folliklilde granuloza hucreleri arasinda
kurulan oluklu baglantilar testiste sertoli hlcreleri arasindaki siki baglantilar gibi
olmadigindan kan-follikll bariyeri olusmaz ve oositin follikil gelisimi bu yolla kandan

follikil sivisi icine besinlerin ve bazi makromolekiillerin gegisi ile saglanir.

Follikilin bayimesi ile etrafindaki teka yapisi, follikilu iki tabakaya ayirir. Teka
interna; kibik salgi hlicrelerinden olusan, yuksek diizeyde vaskilarize i¢ tabakadir. Teka
interna hdcreleri ¢ok sayida LH (luteinizan hormon) reseptdriine sahiptir. LH uyarimi ile
androjenleri sentezler. Teka interna salgl hicreleri diginda fibroblastlar, kollojen
demetleri de icermektedir. Teka eksterna; dis bag dokusu tabakasidir. DUz kas hiicreleri

ve kollojen lif demetleri icerir.

Oocosit olgunlastikga organallerinin dagilimi degisir. Oositten salinan proteinler ile
zona pellusida olusurken oositin oolemmasi ile ¢evre granuloza hicreleri arasinda
perivitellin aralik bulunur. Oositten perivitellin araliga dogru ¢ok sayida mikrovillus uzanir.
Ayni zamanda granuloza hdcrelerinin uzantilari oositin plazma membranina kadar

uzanir ve oositin mikrovilluslari ile i¢ ice gecerek aralarinda oluklu baglantilar kurulur.

Stratum granulozum 6-12 hicre kalinligina ulastiinda granuloza hucreleri
arasinda sivi dolu kaviteler olusmaya baslar. Sekonder follikdl bu i¢i sivi dolu kaviteler
ile karakterizedir. Bu kaviteler hiyaltronik asit yoninden zengin bir sivi igerir ve bu
kavitelerin birlesmesi ile antrum olusur. Bu nedenle sekonder follikil antral follikiil olarak
da anlandirihr. Sekonder follikil boyutu arttikga antrum da genisler. Granuloza
hucrelerinin oosit ile iligkili oldugu bdlgede kumulus ooforus adi verilen antruma dogru
uzanan bir granuloza hucreleri timsegdi olusur. Oositin hemen etrafini cevreleyen
kumulus hucreleri korona radiata adini alir ve ovulasyon sirasinda oositle birlikte

atilacaktir.



Graaf follikll, capi yaklasik 10 mm veya daha fazla olup korteks kalinhigi boyunca
uzanir ve ovaryum yuzeyinde gikinti olusturur. Follikil maksimum boyutuna ulasirken
granuloza hicrelerinin mitotik aktivitesi de giderek azalir. Antrum boyutu arttikga stratum
granulozum tabakasi incelir ve granuloza hucreleri arasi bogluk genisler. Oosit ve
kumulus hdcreleri ile geri kalan granuloza hiicreleri arasi yakinlik gevser ve ovulasyona
hazirlanilir. Oosit ¢gevresindeki kumulus hticreleri korona radiatanin tek hiicre tabakasini
olusturur. Bu hicreler ve bunlara gevsek baglanmis kumulus hicreleri ovulasyonda

oositle birlikte atilir.

2.3. Polikistik Over Sendromu

2.3.1. Tanimi ve tarihgesi

Polikistik over sendromu, kadinlarda prevalansi oldukga yuksek (% 4-10) olan,
Ureme ¢aginda gorilen endokrin bir bozukluktur. Merkezi sinir sistemi, hipofiz, overler,
ekstraglanduler dokular ve adrenal glandlar arasindaki etkilesimin bozulmasi sonucunda
ureme ¢aginin herhangi bir doneminde ortaya ¢ikabilen ve kronik seyreden kompleks bir
hastaliktir (March WA vd 2010). PKOS; hirsutizm, oligomenore, polikistik géranimlu
overler, infertilite, obezite ve insulin direnci ile karakterize heterojen bir klinige sahip
olmakla birlikte; uzun dénemde diyabet, kanser, KVH (kardiyovaskuler hastaliklar) gibi
onemli saglik sorunlari ile birlikte seyredebilen karmasik bir rahatsizliktir (Groot PC vd
2011, Diamanti-Kandarakis E ve Dunaif A 2012).

Achard ve Thiers (1921) hiperandrojenizm ve insulin iliskisine dikkat gcekmistir.
Stein ve Leventhal (1935) tarafindan ilk kez blyimus polikistik overler, amenore, kronik
anovulasyon ve hiperandrogenizmi olan 4’G obez, 7 olgu tanimlanmistir. 1950’li yillarda
sendromun hipertansiyon ve obezite ile olan metabolik iliskileri dikkat cekmistir. Sendrom
1935'den 1980°li yillara kadar, ‘overlerin kistik distrofisi, kistik sklerotik overler,
hipertekozis ovarii’ gibi birgok farkli isimle anilmistir. Mcarthur JW vd (1950) PKOS’lu
kadinlarda idrar LH seviyelerinin arttigini gostermiglerdir. Kahn vd (1976) ile Burghen vd
(1980) bu hastalarda ID’yi géstermiglerdir. 1960’I yillarin sonuna dogru hipotalamus-
hipofiz aksI arasindaki bozukluk rapor edilerek serumda yuksek LH seviyelerine dikkat
cekilmistir (Lobo RA 1983). 1970’lerde radyoimmunoassay (RIA) tekniklerinin
gelistirimesiyle biyokimyasal tani daha da énem kazanmis ve 80’li yillara gelindiginde

pelvik ultrasonun da yardimiyla Swanson ve arkadaglari tarafindan PKOS’lu kadinlarda



ultrason bulgulari tanimlanmigtir (Swanson M 1981, Kahn CR 1989). Yapilan son
¢alismalarda ise PKOS’ta artis gbsteren adipoz dokunun endokrin iglevinin énemine ve
inflamasyon mekanizmasiyla iligkisine vurgu yapilmaktadir (Ebejer K vd 2013, Gonzalez
F vd 2012).

2.3.2. Tani Kriterleri

PKOS tanisinda, benzer klinige yol acabilecek diger nedenler elimine edildikten
sonra tani igin kullanilan gecerli kriterlerin sinanmasi gerekmektedir. Polikistik over
sendromunun belirtileri; hirsutizm (%60-90), oligomenore (%50-90), polikistik over (%50-
75), infertilite (%55-75), obezite (%40-60), amenore (%25-50), disfonksiyonel uterus
kanamasi (% 30), ve akne (% 25) seklinde tanimlanmistir (Moran LJ 2010).

PKOS tanisi igin cesitli kriterler kullaniimaktadir. NIH kriterleri gdzden gegirilerek
2003 yilinda Rotterdam kriterleri olusturulmustur (The Rotterdam ESHRE/ASRM, 2004).

1990 NIH tani kriterleri:
1. Kronik anovilasyon

2. Klinik veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgular ve diger etiyolojik nedenlerin

elimine edilmesi

2003 Rotterdam yeniden gézden gegirilmis tani kriterleri

1. Oligo-anovulasyon

2. Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgulari

3. Polikistik overlerin gorulmesi ve diger etiyolojik nedenlerin ekarte edilmesi

PKOS tanisi kliniklerde Rotterdam kriterlerine gore bu kriterlerden en az ikisinin

g6rilmesiyle yapiimaktadir.

2006 yihinda yapilan genis katilimli konsensusta agiklanan rapora goére (Azziz R vd
2006). Sendromun 6zellikleri ovulatuvar ve menstrual disfonksiyon, polikistik over(ler)
hiperandrojenemi ve hiperandrojenizmin klinik 6zellikleri konulari altinda incelenmistir.
Gonadotropin anormallikleri, iD, obezite gibi belirtiler tani 6lgitleri arasinda yer almadigi
gibi raporda da bu belirtilerin tani dlgutlerinden olmasi gerekliligini ortaya koyan kanita
rastlanmadigi belirtiimistir (Azziz R vd 2006).



2.3.3. Klinik Bulgular

PKOS’ta gortlen klinik semptomlar menargla baslamaktadir ve hastaligin klinik
seyrini birgok faktor etkilemektedir (tablo 2.1). Bazi durumlarda erken yaglarda menstrual
duzensizlikler daha fazla goérulirken, daha ileri yaslarda hirsutizm ve infertilite 6n plana
cikmaktadir (Speroff L vd 2005). Orta ve ileri seviyede PKO gorulen bazi vakalarda,
ovaryan disfonksiyona neden olacak seviyede adipoz doku birikimi olana kadar semptom
gorulmeyebilir. Bu hastalarin yaklasik %20’sinde reglin diizenli olabilecegi de bildirilmigtir
(Elting MW vd 2000).

Tablo 2.1 PKOS'un klinik belirti ve bulgulari

PKOS’ta Goriilen Klinik Belirti ve Bulgular

Polikistik over %50-75
infertilite %55-75
Hirsutizm %60-90
Obezite %40-50
Amenore %25-50
Oligomenore %50-90
Akne %25-30

Kronik anovulasyon, klinikte, dizensiz menstriel siklus, oligomenore ya da
amenore belirtileriyle karsimiza g¢ikmaktadir. Endometrial hiperplazi ile sonrasinda
gelisebilecek neoplastik degisiklik riskleri oldugu icin PKOS’un tedaviye ihtiya¢ gbsteren
semptomlarindan birisi siddetli oligomenoredir (Diamanti-Kandarakis E vd 1999). Bu
tipteki hastalarin endometrial kalinliklarini, pelvik ultrasonografi ile dlgerek takip etmek
mumkun olsa da malign degisim igin risk altindaki kadinlarin belirlenmesi igin ultrason
goruntilemesinin hassas derecede etkili olup olmadig! kesin degildir (Elting MW vd
2000). Kronik anovulasyonlu PKOS’da anormal follikilogenezis gorulur (V.A. Sander
2011). Anormal follikilogenezis de bu hastalarda infertilite sikayetlerine neden

olmaktadir.

Nadiren ovulasyon ve spontan gebelik meydana gelse de gebeliklerde spontan abortus

ve hipertansif durumlara yatkinlik artmaktadir (Speroff L vd 2005). Menstural kanama



problemleri, infertilite ve endometriyal kanser riskleri ile hirsutizm, akne, kardiovaskuler
sistem hastaliklarinda artis gibi etkiler surekli anovulasyonun klinik sonuglari olarak,

sayllabilmektedir.

Polikistik over sendromu olan kadinlarda VKIi genelde normal sinirdan yliksektir
(Moran LJ vd 2010). Obezite, vicuttaki yag dagilimina gére santral veya periferal olarak
ayrilmaktadir. Santral yag dagiliml kadinlarda daha yiiksek LH, éstron, androstenedion,
insulin, trigliserit, LDL (dusik yogunluklu lipoprotein), apolipoprotein B seviyeleri
gorulmektedir. HDL (yUksek dansiteli lipoprotein) seviyeleri de dusuktur (Pereira Santos
M vd 2015). Yiksek WHR'nin (bel kalga orani) artan menstrual diizensizlik ve infertilite
sikligiyla birlikte seyrettigi gosterilimistir. PKOS’lu hastalarda daha ¢ok WHR’nin arttigi
santral obezite goérilmekte ve beraberinde PKOS’lu hastalara ek riskler getirmektedir
(Hahn S vd 2006).

2.3.4. Laboratuvar bulgulari

Normal bir kadinin ginde 0.2- 0.3 mg {Uretebildigi testesteronun %50’si
androstenedionun periferik dontsimunden, %25’i de esit miktarlarda olmak Uzere
overlerden ve adrenal bezden salgilanir. Dehidroepiandrosteron sulfat (DHEAS)
salgisinin tamamina yakini, DHEA'nin ise %90’1 adrenal bez kaynakl salgilanmaktadir
(Guyton AC 2006). Dolagsimdaki testesteronun %69'u SHBG (seks hormonu baglayan
globilin), %30’u albumine bagh olarak ve %71’i serbest durumda bulunmaktadir.
Androjen etkisi, serbest kisim ile bir miktarda albumine bagh olan kisma baghdir. DHEA,
DHEAS ve A, olgllen rutin testler, belirgin sekilde bir proteine bagli olmadiklari igin
biyolojik aktif dlzeyleri gdstermektedir. T (testosteron) igin yapilan rutin testlerde bagli
ve bagli olmayan total T seviyeleri 6lgiiimektedir. Ostrojen ve tiroid hormonu SHBG
dizeylerini arttirirken, artmis androjen ve hiperinsulinemi durumu, SHBG'yi dugurdr.
Hirsutizmde over kaynakh artmig T ve A gosterilmistir. Hiperandrojenemiyi degerlendiren
en hassas Olgcliimler serumda olgllen serbest T seviyesi ve serbest androjen indeksidir
(SAI = total testosteron mol / L) / SHBG (nmol / L )x100 ) (Moran C vd 1999). PKOS'lu
kadinlarin yaklasik %60-80’'inde artmis androjen dizeyleri dlgllmustir. Genel olarak
serbest T dlzeyleri ylkselirken bu sonuca total T élgiminin katkisi azdir. DHEAS,
PKOS hastalarinin %25’inde normal degerlerden yiksek cikmaktadir (Moran C vd
1999). Androgen Excess Society 2006 raporunda DHEA ve serbest T dlcimua dahil
androjenlerin serum duzeylerinin hiperandrojenemi tanisinda tek 6l¢it olamayacadi ve
klinik degerlendirmenin tani igin daha dnemli oldugu da belirtilmistir. Total T seviyelerinin

200 ng/dL nin Gzerinde oldugu durumlarda over ve adrenal timor, DHEAS seviyelerinin
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normalden iki kat yiksek oldugu durumlarda adrenal timor arastiriimalidir (Dumitrescu
R vd 2015). Luteal fazin ortasinda yapilacak progesteron Olcimua ile ovulasyon
gOsterilebilir. Bazal follikiler faz 17-(OH)-P dlgimi ise PKOS’un ge¢ baslangigh
konjenital adrenal hiperplazilerden ayirimi igin gereklidir (Dumitrescu R vd 2015). LH ile
FSH (follikil stimulan hormon) orani premenopozal kadinlarda 1:1 iken, PKOS’ Iu
kadinlarda bu deger 2:1’ den daha blyUk olmaktadir. FSH seviyesi normal veya normalin
altindadir. LH seviyesi artmistir. En gecerli test parametrelerden birisi total T veya
serbest T dizeyleri artmis olmasidir. Prolaktin dlzeyleri normal veya artmis olabilir.
DHEA-S dizeylerinin ¢ok az arttigi gorulebilir. SHBG seviyesinin azaldi§i, ostrojen
sevyesinin normal veya yuksek degerde oldugu gérilebilir (Krul-Poel YHM vd 2013).
Lipit profiline bakilacak olursa; kolesterol, LDL trigliserit dlizeylerinin artmis oldugu, HDL
diizeyinin ise azalmis oldugu gérilebilir. insilin genellikle artmis olarak gdriilmektedir
(Wild RA vd 2011).

2.3.5. Histopatolojisi

Deneysel PKOS calismalarinda overlerin morfolojik degisiklikleri dikkat cekmektedir.
PKOS olusturulmus siganlarda overlere bakildiinda ylizey alanlarinin yaklasik iki kat
arttigr gorulmektedir. Ylzey alanin yanisira over hacmi de 2-8 kat arasinda bir artis
go6stermektedir. Morfolojik olarak ovaryumlar siki bir bilye paketiyle dolu kiglk, beyaz bir
balona benzemektedirler (Ross MH 2011). istiridye ovaryumlar olarak adlandirilan,
etkilenmis ovaryumlarin yiizeyi dizdir. inci beyazi renginde izlenir ve ovulasyon
gerceklesmedigi icin ylzey skarlasmasi yoktur. Bu durum alisiimadik diizeyde kalin bir
tunika albugineanin altinda uzanan ¢ok sayida, sivi dolu follikUler kistlerle ve atrofik
sekonder follikullerle iligkilendirilebilmektedir. Primordiyal follikil sayisinda anlamh bir
degisme gorilmezken buylmekte olan ve atreziye ugramis follikll sayilari yaklasik iki
kat kadar artmaktadir. Kortikal stromada 1/3 kat kadar artig gorulirken subkortikal
stromada 5 kat artis goérulmektedir. Overlerde hilus hicrelerinde hiperplazi, normalden 4

kat fazladir.

Polikistik overi, multifollikiler over ile normal overden ayiran, daha fazla follikil
icermesi, overlerin daha biylk olmasi ve hipertrofik stromasidir (March WA vd 2010).
Ultrasonografik kriterler ikiye ayrilir; ovaryan alanin ve hacmin artmasi, yuvarlak indeks
(ovaryan geniglik/uzunluk) artisi, uterin geniglik ile ovaryan uzunluk oraninin azalmasi
eksternal morfolojik bulgular; cok sayida periferal dagihmli mikrokist (<10 mm), ovarian
stromanin artmis ekojenitesi ve ovarian stromanin yizeyinin artmasi internal morfolojik

bulgular olarak adlandiriimaktadir.
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2.3.6. Fizyopatolojisi

PKOS etiyolojisi tam olarak ¢6zimlenmemis olmakla beraber, cevresel
faktorlerin de etkilesimiyle birgok metabolik rahatsizlikla birlikte seyreden ve sik goérilen
karmasik bir sendrom olarak degerlendirilebilir. Sendromun fizyopatolojisinde ise
gonadotropin mekanizmasinda degisiklikler, steroidogenez bozukluklari, insilin salinim
ve etki yolaklarindaki bozukluklarla birlikte genetik faktérler de 6n plana ¢ikmaktadir
(Agrawai R vd 1998)

2.3.6.1. Gonadotropin sekresyon bozukluklar

PKOS’ta  hipotalamus-hipofiz-over  aksin  fonksiyonunda  bozukluklar
tanimlanmaktadir. Menstrual dongu icin hipotalamik arkuat ¢ekirdekten pulsatii GnRH
(gonadotropin salgilatici hormon) salinimina bagh olarak 6n hipofizden pulsatil
gonadotropin (LH ve FSH) salinimi gerekmektedir. PKOS'lu kadinlarda gorilen
anovulasyon, uygun olmayan gonadotropin salgilanmasi ile karakterizedir. GnRH
pulsatilitesindeki degisiklikler, FSH’ya gére LH’nin daha baskin olarak uretilmesine
sebep olur (Hayes FJ vd 1998). LH, ovaryum kaynakh androjen dretimini uyarirken,
goéreceli FSH azligi GH (bliylme hormonu) aromataz enziminin uygun olarak
uyariimasini engelleyerek androjenin etkin haldeki Ostrojen olan E2’ye (6stradiol)
donusiminun azalmasina neden olur. Yuksek serum androjenlerinden olan A
(androstenedion) periferde dncelikle 6stron (E1) olmak Utzere dstrojenlere dénusir. Bu
doénusim oOncelikle yag dokusunun stromal hicrelerinde goruldigu igin dstrojen Uretimi
obez PKOS olgularinda daha fazla olacaktir. Artan 6strojen hipotalamus ve hipofiz
bezinin kronik negatif geri bildirimi ile sonuglanacak ve gonadotropin saliniminin

pulsatilitesinde degisiklige yol acacaktir.

Goreceli LH ylksekligi teka huacrelerinde androjen yapimini 6zellikle de A
yapimini arttirmaktadir. Sonug olarak daha fazla A periferal dokularda testosterona (T)
dénusmektedir (Speroff L ve Fritz MA 2005). Bu degisikliklere Gonadotropin Releasing
Hormon (GnRH) puls sikhginin artisi, GnRH’ya yanit artigi ve yuksek &strojen
seviyelerinin sebep oldugu digstnilmektedir. PKOS’lu hastalarda LH artisinin aksine
hipofizer FSH salgisi erken follikuler fazda belirgin olarak dusuk tespit edilmistir (Azziz
R vd 2006).
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2.3.6.2. Steroidogenez degisiklikleri

PKOS’da over ve adrenal bez steroidogenezinde bir¢cok degisiklik gortlmektedir.
Artan LH seviyeleri overlerde cAMP (siklik adenozin monofosfat artigi) ile steroidogenezi
androjenlerin Uretimi yéninde etkileyerek, follikil gelisiminde duraklamaya sebebiyet
vermektedir (Azziz R 2005). Artmis LH dlzeylerine cevap olarak androjen salinimi
hizlanir ve sonrasinda bir kisir déngliye girerek, yukselmis olan androjen seviyeleri
ekstraglandiler olarak androjen-6strojen donisimuni arttinrken, SHBG sentezini
baskilamaktadir. Bunun sonucunda da &strojen seviyelerinde artis olmaktadir. Ek olarak
SHBG sentezinin baskilanarak azalmasi nedeniyle serbest T seviyesinde iki kat artis
gerceklesir. Artan androjenler, over igerisinde normal follikil gelisiminin
engellenmesinde etkili olmakta ve prematir atreziyi uyarmaktadir (Franks S vd 2000).
Bolgesel androjen blogu, surekli anovulasyonun devam etmesinin temel sebeplerinden
biridir.

Klinik olarak GnRH agonistlerinin PKOS’ lu hastalarda kullaniimasi ile normal
kadinlara goére teka hicrelerinde artmis A ve 17-OH-P saptanmasi bu hiicrelerde de
sitokrom P450c17 gen ekspresyonunu dusiundirmektedir. LH’nin bu sistemi secici
olarak etkiledigi distintlmektedir (Moran C 1999). Teka hucrelerinde bulunan inslin,
IGF-1 (insulin benzeri buyume faktor 1), IGF-2 (insilin benzeri buyume faktoru 2)
reseptdrlerinin uyariimasinin overlerde androjen Uretiminde etkileri oldugu saptanmistir
ve hiperinsilineminin dizeltiimesiyle birlikte LH dizeyinde degisiklik olmadan, serum

androjen dlzeylerinde azalma gdsterilmistir (Yildiz BO 2004).

PKOS’lu olgularin bir kisminda yikselmis olan DHEAS duzeyleri adrenal bezde
androjen Uretiminin arttigini géstermektedir. Fakat ACTH (adrenokortikotropin hormon)
seviyelerinin PKOS’lu olmayan kadinlarda da benzer olmasi nedeniyle aradaki farkin
ACTH'’ya verilen cevap sonucunda olustugu ya da ACTH disindaki faktorler ile adrenal
bezin uyariimig olabilecegi dusinulmektedir. PKOS'da DHEAS seviyeleri ile bazal ve
ACTH uyarisiyla artmisg olan adrenal androjen salgilanmasinin yanitinda genetik
faktorler oldukga 6nemlidir (Burghen GA 1980).

2.3.6.3. insiilin etki ve salinim bozukluklari

Anabolik etkili bir hormon olan insulin, hucreye glukoz ve aminoasit girigini,
lipogenezi ve mitogenezi arttirmak gibi etkilere sahiptir. insiilin, karacigerde hepatik

glukoz Uretimini, glukoneogenezi ve glukojenolizi inhibe ederek baskilarken glukozu da
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kas doku ve adipoz doku gibi periferik dokulara tasimakta ve bu dokularda
depolanmasini ya da enerji Uretmek amaciyla okside olmasini saglamaktadir (Guyton
AC ve Hall JE 2006). insiilin reseptor, iki alfa ve iki beta birimlerinden olusmus bir
heterodimer yapisindadir. insilini baglayan alfa birimleri ekstrasellilerdir. Membran
boyunca yerlesmis olan beta birimlerinin intraselltler b&lim, insdlin etkisinin dnemli bir

kismindan sorumlu olan tirozin kinaz enzimatik aktivitesi icermektedir.

Birgok dokuda blylime hormonun iglevini, karacigerde Uretilen ve 12. kromozom
tarafindan kodlanan 70 aminoasitli bir polipeptit olan IGF-1 araciligi ile yaptigi kabul
edilmektedir (Burghen GA vd 1980). IGF-1 bircok hiicrede DNA sentezini arttirarak
mitojenik etki yapmaktadir ve reseptorleri insulin reseptorleriyle benzerdir. IGF-2 ise
embriyonik ve fetal gelisim Uzerinde etkilidir (Talbott EO 2000). IGF-2 lokal biylime
faktorlerinin gerekli oldugu erken follikliler donem gonadotropinlerden bagimsizdir ve
IGF-1’in de burada etkili oldugunu savunan birgok ¢calisma vardir. VA Sander vd (2011)
follikiil gelisiminin IGF-L’in inaktif oldugu preantral donemde durdugunu géstermistir.
PKOS’ta pek cok alanda artan IGF-1, LH'ya ve FSH’ya verilen over cevabini arttirarak
gelisen follikil sayisinda da artisa neden olmaktadir ancak devaminda atrezi gergeklesir
(VA Sander vd 2011).

PKOS hastalarinda IGF-1’in etkilerini arttiran diger bir sebep de IGFBP-1’in
azalmasidir. IGF-1 ve insilin, androjen sentezini arttirmaktadir ve bu etki grantzola
hiicrelerinde aromataz aktivitesini arttirir (Pasquali R vd 2000). iD, belli miktarda glukoz
icin gerekli olan uygun insiilin cevabin verilmemesidir. ID beraberinde, kompanzatuar
hiperinsiilineminin, VKi'den bagimsiz olarak, PKOS’lu kadinlarda sik gériilen bir bulgu
oldugu belirtiimektedir (Ketel 1J 2011). ilk kez Burghen GA vd (1980) tarafindan obez
PKOS’lu hastalarda hiperinsilinemi ve hiperandrojenizmin pozitif lineer korelasyonu
bulunmus ve sonrasinda yapilan bazi galigmalarda zayif ve obez PKOS hastalarinda iD
oldugu belirtiimistir. Fakat PKOS hastalarinda goriilen iD’yi agiklamak igin tek basina
hiperandrogenizm ya da obezite yeterli degildir (Ketel 1J 2011). PKOS'da iD ve
hiperinstlinemi, over androjen sentezi ve SHBG seviyesindeki azalma ile birlikte serbest
T seviyesini arttirmaktadir. Son vyillarda yapilan, iDyi inceleyen galismalarda, “artan
serin fosforilasyonuna bagl postreseptdr defekt” acgiklanmistir, insulinin reseptére
baglanmasi normal olmasina ragmen insulin-aracili glukoz taginiminin azalmasiyla

sonug¢lanmaktadir (Dumitrescu R 2015).

PKOS'’ a neden olan iD iki farkli sekilde gelisebilir. iD, insiilin reseptér bélgelerini
veya hulcredeki giris kapilarini azaltabilmektedir. PKOS’lu hastalarda hicre basina
disen reseptdr sayisi normal kadinlarla karsilastirildiginda 4 kat daha azdir. Bu nedenle

hicre icine glikoz girisi azalirken kandaki glikoz miktari artmaktadir. Bu olaylar
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sonucunda gerceklesen kilo almi ve obezite PKOS gelisiminde anahtar rol
oynamaktadir. ikinci yolda direkt olarak instlin seviyelerinde meydana gelen artis, insdilin
direncine neden olur. Sagliksiz yasam bicimi ve genetik sebeplerden dolayi pankreasta
¢ok miktarda insilin Uretimi olur. Hicre, bu fazla insdlin salinimindan korunmak igin
insulin reseptor sayisini azaltma gereg@i duyar. Bu da kandaki insulin seviyesini arttirarak
PKOS'lu hastalarda hormon seviyelerinde dengesizlige neden olmaktadir (Ngo DTM
2011).

2.3.6.4. Genetik faktorler

Genetik faktorler PKOS'un reproduiktif metabolik fenotiplerinin ortaya ¢cikmasinda
etkili olmaktadir. Yildiz BO vd (2003) tarafindan yapilan ¢alismada PKOS'lu kadinlarin
annelerinde kontrol grubuna goére artmis T ve kiz kardeslerinde kontrol grubuna goére
artmis T, A, DHEAS gériilmistir. Ayrica anne, baba ve kardeslerde, ID riski saglikli
kontrol grubuna goére artmistir (Yildiz BO vd 2003). PKOS patogenezinde rol
oynayabilecek genetik bozukluklarin incelendigi galismalar sendromun karmasik bir

poligenik bozukluk olabilecegini ortaya koymaktadir

NIH kriterlerine gore, PKOS hastalarinin yakinlarinda PKOS gorulme riski
annelerinde %24 ve kiz kardeslerinde %32’dir (Kahsar-Miller MD 2001). Turkiye’de ise
bu oran Yildiz BO vd (2003)’nin yaptigi ¢alismada % 8 ve %16 olarak bulunmustur.
PKOS’un etyopatogenezinde énemli olabilecegi distinulen aday genlerinin se¢iminde 2
yaklasim s6z konusudur; PKOS’ta fenotipik degisikliklerden sorumlu olabilecek
proteinleri kodlayan genler ve PKOS’ta fonksiyonlari degistigi bilinen proteinleri kodlayan
genler (Unlitiirk U vd 2007).

2.3.7. Uzun Donemde Metabolik Etkileri

PKOS’un uzun dénemde etkiledigi risk faktorleri ve birlikte seyretme egilimi

gOsterdigi hastaliklar tablo.2.2’de verilmistir.

Tablo 2.2 Polikistik over sendromunun kisa ve uzun dénemde etkiledigi riskler

Kisa Donem Uzun Donem

Adet duzensizligi Diabetes mellitus

Hirsutizm, akne, androjenik alopesi Kardiovaskuler hastaliklar
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Obezite Kemik Metabolizmasinda Sorunlar
Hiperlipidemi Endometrial Kanser
Glukoz intoleransi Abdominal obezite ve displidemi

Metabolik bozukluklar

2.3.7.1. Obezite ve dislipidemi

PKOS’la birlikte gérilen obezitenin nedeni hala tam bilinmemekle birlikte farkli
calismalarda %10 ile %75 arasinda degisebilen oranlarda obezite varligi bildiriimektedir.
Obez olan hastalarin daha distk LH, SHBG, DHEAS, DHT (dihidrotestosteron), IGF-1,
HDL duzeylerine, buna kargin daha yuksek LDL seviyelerine sahip olduklari
g6sterilmistir (Silfen ME vd 2003). Epidemiyolojik ¢alismalarda PKOS’lu hastalarda yag
dagilim paterni, viicut agirhigindan bagimsiz olarak diyabet, hiperinsiilinemi, iD,
hipertansiyon, hiperkolesterolemi ve kardiyovaskuler hastaliklarin ortaya c¢ikmasi
bakimindan risk teskil etmektedir. PKOS’lu kadinlarda ilerleyen yas ile iligkili olarak artan
kardiyovaskuler risk nedeniyle kan basinci, serum lipitleri ve insilin dlgimleri Uzerinde
durulmaktadir. PKOS’ta hiperandrojenizm ve diger hormonal bozukluklarla birlikte,
bozulmus lipid profili gérilmektedir (Sam S vd 2005, Pirwany IR vd 2001). PKOS’lu
kadinlarda genellikle dusik HDL kolesterol ve yiksek trigliserit seviyeleri goruldigu
bildiriimekle birlikte karakteristik bir dislipidemiye sahip olduklari tam olarak
sdylenmemektedir (Wild RA vd 2011) insilin arteriyel doku ile yag dokusunda asetil-
KoA’nin yapimi ile glukoz ve trigliseritin girisini arttirarak lipogenezi uyarmaktadir.
Kardiyometabolik sendromda ortaya ¢ikan yuksek trigliserit ve dusuk HDL dizeyleri,
insulinin  kolesterol ester transfer proteini Uzerindeki etkileri sonucunda ortaya
cikmaktadir. Bu protein kolesteroliun HDL'den VLDL'ye transferini gostermekte ve
sonucunda Apolipoprotein A katabolizmasi gelismektedir (Yildirm B 2003). insiilinin
yani sira testosteron da abdominal yad hucrelerinde lipoprotein lipaz aktivitesini
distirerek etki etmektedir. ID gibi dislipideminin de PKOS'ta yalnizca obezite varliinda
degil, obez olmayan PKOS’lu kadinlarda da gorulebildigi vurgulanmaktadir (Ketel 1J vd
2011).

2.3.7.2. Kanser

Calismalarin birgogunun kontrolli ¢galisma olmamasi ve PKOS tani kriterlerinin

farkhliklar icermesi nedeni ile su ana kadar PKOS ile kanser iligkisini destekleyen gugcli
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kanitlara rastlanmamigtir. Ancak mevcut veriler i1s1§inda 6zellikle basta endometrial
kanser olmak uzere PKOS ile jinekolojik kanserlerin iligkisini gdz ardi etmek mumkun
degildir.

PKOS’lu kadinlarda artmigs endometrium kanseri riskinden sorumlu oldugu
dusunulen mekanizma uzamis anovulasyon ve takibinde progesteron ile kargilanmayan,
devam eden dstrojen sekresyonudur. Karsilanmamis 6strojene maruziyet endometrial
hicrelerde mitotik aktivitenin artmasina, DNA replikasyon hatalarinin artmasina ve
sonucunda malign fenotip ortaya ¢cikmasina neden olmaktadir (Schindler AE 2009).
PKOS’un bir 6zelligi olan LH hipersekresyonunun endometrium kanseri gelisiminde etkili
olabilecegi bildirilmistir. Endometrium adenokarsinomlarinda LH ve hCG reseptorleri

asiri eksprese edilmektedir (Piltonen TT vd 2016).

Diyabetes mellitusun endometrial kanser icin bir risk faktori oldugu iyi
bilinmektedir. Bu iligki nispeten obeziteye badli olabilir fakat hiperinsulineminin spesifik
etkisine dair kanitlar da mevcuttur. Yapilan calismalarda endometrial kanserli
kadinlarda, endometrial stromada insilin baglanma bodlgeleri bulunmus ve plazma
instlin konsantrasyonlari artmis olarak gosterilmigtir (Akhmedkhanov A vd 2001).
PKOS’da artan insilin ve IGF-1 konsantrasyonlari in vitro olarak endometrial kanser

hucrelerinin buyumesini hizlandirir (Navaratnarajah R vd 2008).

PKOS ile over kanserleri arasindaki dogrudan iligkiyi ortaya koymaya yonelik az
saylda ¢alisma vardir. Over kanseri gelismis 31 kadin, yas ve menopozal durum olarak
eslestiriimis 62 kontrol vakasi ile karsilastirildiginda tani dncesi A ve DHEA seviyelerinin
belirgin olarak yiksek saptanmasi androjenlerin ovaryan karsinogenezde rol oynadigini
desteklemektedir. Obezite ve epitelyal over kanseri arasindaki iliskiyi agiklamaya g¢alisan
¢alismalarin sonucu celiskili olup bazi ¢alismalarda pozitif bir korelasyon saptanmigken
(Olsen vd 2008), diger bazi galismalarda saptanmamigtir. Meme kanseri ve PKOS
arasindaki dogrudan iliskiye dair literatur verileri oldukga geliskilir. Androjenin AR-pozitif
kanser hicrelerini direkt uyarmasi, éstrojen pozitif hlicrelerin uyarimi, aromatazin insulin
tarafindan uyariimasi ile testesteronun doku iginde O&stradiole aromatizasyonu ve
hiperandrojenik kadinlarda azalmig SHBG dizeyleri nedeni ile artmis serbest dstrojen
dizeyleri PKOS’da artmis meme kanseri riskini agiklayabilir. ‘Cholesterol sidechain
cleavage enzyme’ kodlayan CYP11A geni promoter bdlgesindeki bir polimorfizmin
meme kanseri ve PKOS iliskisinden sorumlu olabilecegi bulunmustur (Gharani N vd
1997). Sonug olarak mevcut veriler 1s1ginda genel bir tarama veya Onleyici tedavi
onermek dogru gbéziikmemektedir. Bu konuda yapilmasi gereken risk faktorlerini ortaya

koymak ve yuksek risk altindaki hastalari belirlemektir.
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2.3.7.3. Kardiyovaskiiler hastalik ve metabolik sendrom

PKOS, insulin direnci, obezite, aterojenik displidemi ve hipertansiyon ile
karakterizedir. Metabolik sendrom, artmig KVH (kardiyovaskuler hastaliklar) ve T2DM
(tip 2 diyabetes mellitus) riski ile iligkilidir (Schneider J 2006). Metabolik sendrom
prevelansi, PKOS olan kadinlarda %45, yas olarak eslestiriimis kontrol grubundaki
kadinlarda ise %4 olarak bildirilmistir (Ford E.S vd 2002).

PKOS’lu kadinlarda artmis KVH sikhigi icin kesin kanitlar olmasa da PKOS, metabolik
sendromda da yer alan cesitli endokrin 6zellikleri paylasmaktadir. Ancak, Dahlgren vd
(1992) PKOS olan kadinlardan olusan kuiguk bir grupta, miyokard infarkttsu icin relatif
riski 7.4 olarak saptamiglardir. Baska bir 10 yilik izlem c¢alismasi, obez PKOS
hastalarinda KVH icin relatif riski 5,91 olarak gostermislerdir (Tallbot E 1995). Bbylece
kanitlar PKOS olan kadinlarin tanimlanabilir ve tedavi edilebilir KVH faktorleri

olabilecegini géstermektedir.

Kardiyolojik, kardiyovaskuler risk belirteci olarak kabul géren plazma asimetrik
dimetilarjinin, retinol baglayici protein-4 ve leptin dizeyleri, gen¢ ve obez PKOS’lu
kadinlarda artmigtir (Yildizhan R 2011). ID / hiperinsilineminin bir sendrom toplulugu
oldugu bulunmasi ile ginimizde bu bozukluga metabolik sendrom ya da dismetabolik
sendrom denilmektedir. Kardiyovaskuler hastalik agisindan bir risk faktéri olmasi
nedeniyle tanisal kriterlerin belirlenmesi dnemlidir. Belirtilen kriterlerden en az 3 kriterin
varliginda tani dogrulanmaktadir (IDF 2006). Kadinlarda metabolik sendromun tani

kriterleri:
Bel cevresi >88 cm
Trigliserit dizeyi > 150 mg/dl
HDL kolesterol < 50 mg/dl
Aclik glukoz duzeyi : 110-126 mg/dl
HT > 130/85 mmHg

Metabolik sendrom bilesenlerine ek olarak, diger subklinik hastalik belirtecleri de
PKOS ve KVH arasinda baglanti olusturur. PKOS’lu kadinlarin sol ventrikil diyastolik
disfonksiyonu icin artmis sikliga ve artmis internal ve eksternal karotid arter sertligine
sahip olduklar bulunmustur (Lakhani K vd 2000). Ayrica birgok ¢alisma ateroskleroz
gelisiminde erken olay olarak tanimlanan endotel disfonksiyonun, etkilenmis kadinlarda
daha fazla oldugunu gdéstermistir (Orio FJ vd 2004, Death A.K vd 2004). PKOS’lu
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kadinlarda yapilan c¢alismalar bu kadinlarda makrovaskiler hastallk ve tromboza
yatkinlik bulundugunu goéstermistir (Orio F Jr vd 2004). Bu hastalarda artmis PAI-1
(Plazminojen aktivator inhibitor tip 1) dizeyleri bildiriimisti. PKOS’da gorulen PAI-1
artisi, VKi’den bagimsiz olarak ortaya gikmakta ve obez olmayan PKOS'lu kadinlarda
da gorilebilmektedir. Yapilan bazi ¢alismalarda artmis PAI-1 diizeyleri dogrudan iD ile
orantili bulunmustur (Tarkun | vd 2004). PKOS’da aterosklerozun ilk bulgularindan olan
endotel hasarinin gelisiminde ID anahtar rol oynar. Bunun sonucu olarak PKOS’lu
kadinlar ileri yaslarinda hipertansiyon ve artmis kardiyovaskiiler risklerle PKOS’lu

olmayan kadinlara gére daha sik karsi karsiyadirlar (Legro RS vd 2003).

PKOS’da kardiyovaskiler risk ve hiperinsilinemi icin kullaniimakta olan
belirtecler; OGTT (oral glukoz tolerans testi) esnasinda artmis insulinemi, dusiuk
glukoz/insilin orani, azalmis serum HDL-kolesterol seviyesi ve lipid profili, artmis TG,

serum SHBG seviyesinde azalmadir.

Artmis oksidatif stresin, lipid peroksidasyonu ile doku hasarina yol actigi ve bu
mekanizmanin PKOS hastalarinda kardiyovaskiler hastalik riskini artirabilecegi
bildirilmistir. “Lipid peroksidasyonunu yansitan malondialdehid (MDA), hicrenin yapi ve
fonksiyonunu bozabilir. PON1 (Paraoksinaz 1), okside lipoproteinler Gzerindeki lipid
peroksidleri hidrolize edip HDL ve LDL'yi oksidatif stresin etkilerinden koruyan ve
HDL’nin antioksidan etkilerinden kismen sorumlu bir enzimdir’ (Koger D vd 2009).
Yapilan bir calismada PKOS’lu hastalarda metformin tedavisinin, PON1 aktivitesini
artirip, MDA diizeyini dugUrerek kardiyovaskiiler hastalik gelisimine neden olan oksidatif
stresi azalttig1 gérulmuagtir (Koger D vd 2014). Ancak PKOS dogurganlik gagindaki geng
kadinlarda goraldigui igin bu dénemdeki hastalar kardiyovaskdiler riske sahip olsalar da,

kisa dénemde major kardiyak olay beklenmemektedir.

2.4. Vitamin D ve Polikistik Over Sendromu

D vitamini diizeyleri ile ID, infertilite ve hirsutizm gibi gesitli PKOS semptomlari
arasinda bir iliski oldugunu gdsteren ¢alismalar bulunmaktadir (Panidis D vd 2005, Pal
L vd 2008). D vitamininin, ¢esitli gen transkripsiyonlari araciligiyla PKOS patogenezini
etkiledigi ve bdylece instilin metabolizmasinda ve fertilitenin diizenlenmesinde de etkisi
oldugu diisiiniilmektedir (Mahmoudi T vd 2009). Elde edilen verilere gére, VKI'leri g6z
onlnde bulundurularak yapilan c¢alismalarda D vitamini dizeylerinin PKOS’lu ve
PKOS’suz kadinlarda benzer diuzeyde oldugu goérulmustir (Li HW.R vd 2011) fakat
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PKOS'lu kadinlarda D vitamininin daha dusik (Wehr E vd 2011, Mazloomi S vd 2012)
ve daha ylksek (Mahmoudi T vd 2012) dizeylerde oldugunu gdésteren sonuglar da
bulunmaktadir. PKOS'lu kadinlarda D vitamini seviyelerinin disik oldugunu bildiren
vaka galismalari vardir. Bu hastalarda ortalama serum 25(OH)D seviyesi, 11 ile 31 ng/ml
arasindadir (Panidis D vd 2005, Yildizhan R vd 2009, Li HW.R vd 2011, Wehr E vd
2011), cogunlugunda ise bu degerler 20 ng/mI’'nin altinda olup D vitamini eksikligi olarak
adlandiriimaktadir (Hahn, S vd 2006, Wehr E vd 2009, Li HW.R vd 2011, Selimoglu H
vd 2010). Ancak D vitamini eksikligi, genel popllasyonda yaygin bir durumdur ve
yetiskinlerin %10-60 arasi bir bolumunin degerleri 20 ng/ml'den dusuktur (Krul-Poel
YHM vd 2015). D vitamini eksikligi ciddi bir problemdir ve birgok metabolik rahatsizlikla
iligkilidir.

Mahmoudi vd (2010) yaptiklari calismada PKOS’lu 85 hasta ile kontrol grubunda
(n=115) ayni yasta (30 yas) ve VKi'ye (27kg/m2) sahip kadinlari karsilastirmis ve
PKOS’lu kadinlarda D vitamininin oldukc¢a ylksek seviyede (PKOS’lu kadinlarda 29-3
ng/ml iken kontrol grubundaki kadinlarda 19-4 ng/ml) oldugunu gostermistir. Wehr vd
(2011) de kontrol grubundaki kadinlara (n=145) bakildiginda PKOS’lu kadinlarda
(n=545) (sirasiyla 25-7 veya 32-0 ng/ml) D vitamini dizeylerinin dlsik oldugunu ve
PKOS’lu kadinlarin kontrol grubundan daha geng¢ olduklarini (sirasiyla 27 ve 29 yas)

rapor etmistir.

. PKOS ile yapilan bir ¢ok calisma, PKOS'lu kadinlarda VKi, WHR ve viicutta yag
birikimi ile serum 25(OH)D seviyeleri arasinda zit bir iligki oldugunu bildirmektedir (Li
HWR vd 2011, Muscogiuri G vd 2012). PKOS'lu obez olmayan kadinlarla
kiyaslandiginda, PKOS’lu obez kadinlarda D vitamini seviyesinin %27-56 oraninda daha
disuk oldugu gosterilmistir (Panidis D vd 2005, Yildizhan R vd 2009). PKOS’lu
kadinlarda yapilan bir diger ¢alisma, serum 25(OH)D seviyesinin, VKI ve total yag
kitlesine gdre belirlendigini ve ID olusumundan dogrudan etkilenmedigini ortaya
koymustur (Muscogiuri G vd 2012). D vitamini eksikliginin obezite durumunda daha
yaygin olmasi adipoz doku birikiminin bir sonucu olarak D vitamini sentezinin ve gunes

gOrme miktarinin azalmasiyla iligkili olabilir (Li HWR 2011).

D vitamini eksikliginin, PKOS’la birlikte gorilen iD ve metabolik sendrom
patogenezinde etkili oldugunu gosteren veriler mevcuttur (Wehr E vd 2009, Ngo DTM vd
2011). D vitamini, paratiroid bezler, overler, iskelet sistemi gibi ¢esitli dokulara dagitilan
nukleer vitamin D reseptorleri (VDR) aracihgiyla gen transkripsiyonunu duzenler
(Mahmoudi T, 2009) PKOS olusumun nedenleri, VDR’nin (Taql, Bsml, Fokl, Apal ve
Cdx2) polimorfizmleri, LH ve SHBG diizeyleri, testosteron diizeyleri, iD ve serum insiilin
dizeyleri (Hahn S vd 2006, Mahmoudi T vd 2009, Wehr E vd 2011) tzerindeki etkileri ile
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baglantilidir. VDR’ler, overdeki dstrojen Uretiminde &nemli bir role sahiptir. D vitamini,
aromataz gen ifadesini dogrudan regule ederek hiicre digi kalsiyum homeostazini korur
ve bdylece 6strojen biyosentezini dizenler (Kinuta K vd 2000). VDR'li olmayan farelerde,
overde aromataz faaliyetinin azaldigi ve follikilogenezin bozuldugu gdrulurken
(Yoshizawa T vd 1997, Kinuta K vd 2000) D vitamini eksikligi olan farelerde de fertilite
oranlari digmustir (Halloran BP ve Deluca HF 1980). insan ovaryum dokusunda, 1,25-
dihidroksivitamin D3’lUn dstrojen ve progesteron Uretimini uyarirken, testosteron Uretimi
Uzerinde etkili olmamasi, D vitamininin aromataz aktivitesini artirmasi ile agiklanmaktadir
(Parikh G vd 2010). Aromataz gen ekspresyonu, kontrol grubuna goére bakildiginda,
PKOS folliktllerinde azalirken, LH seviyeleri artmis ancak preovulatuar follikillerin

follikiler progesteron ve dstradiol Uretimi azalmistir (Sander VA vd 2011).

D vitamini ve ID’nin iliskisi bircok hiicresel ve molekiler mekanizma ile
aciklanabilir. 1,25-dihidroksivitamin D insulin sentezi ve salinimini arttirarak insulin
aktivitesini arttirabilir. Béylece insiilin reseptdr sayisinda artisa neden olabilir ve iD
meydana getirdigi distnllen artan reseptoérlerin ekspresyonunu veya proinflamatuar
sitokinlerin baskilanmasini arttirir (Teegarden D ve Donkin SS 2009). Bunun yaninda
periferik dokularda insulin hassasiyetini degerlendiren bir galisma, D vitamini eksikliginin
iD ile ilgili degil, obeziteyle ilgili oldugunu ortaya koymustur (Muscogiuri G vd 2012). D
vitamini seviyesi ile insulin hassasiyeti arasindaki iliskiyi destekleyen veriler olmasina
ragmen tam olarak mekanizmasi agiklanamamistir ve D vitamini seviyesinin, HOMA-IR
(homeostatik model ile iD degerlendirmesi) ile negatif korelasyon gdsterdigi calismalarin
yanisira bu calismalardan bazilarinda VKi kontrol edildigi zaman bu iligkinin kayboldugu

gO6ralmistar.

Obezite ve ID arasindaki iliski, PKOS’lu kadinlarda diisiik D vitamini seviyesinin
hem obeziteyle hem de ID ile ilgili olabilecegini diisindiirmistir. Obez PKOS
hastalarinda D vitamini takviyesinin Gzerindeki etkisini arastiran calismalar mevcuttur.
Kotsa K vd (2009) kontrolsiz bir galismayla 3 ay boyunca verilen D vitamini takviyesinin,
D vitamini seviyesini ve insulin salinimini arttirdigini goéstermistir. PKOS’lu 46 hastada
24 hafta suresince haftalik 20.000 1U kolekalsiferol verilerek yapilan bir pilot ¢calisma,
serum 25(OH)D seviyelerinde artis oldugunu goéstermistir (Wehr E vd 2011). Aglik ve
uyariimis glukozda belirgin dususler olmasina ragmen aclik ve uyariimig insulin ile
HOMA seviyeleri degismemistir. Ancak bu calismada yer alan VKi'leri diigiik ve ciddi
anlamda ID olmayan hastalar oldugu igin anlamli bir etki gérilmemis olabilir. D vitamini
takviyesinin PKOS’lu obez kadinlarda insulin direnci ve insulin salinimi Uzerinde olumlu

bir etkisi olabilecedi distintlmektedir.
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2.5. Inflamasyon ve Polikistik Over Sendromu

Son yillarda PKOS gelismesinde anormal sitokin Uretimi ve TNF-a, IL-6 gibi pro-
inflamatuar ve IL-10, IL-18 gibi anti-inflamatuar sitokinlerin arasindaki dengenin de
bozulmus olabilecegi 6ne surilmektedir (Amato G vd 2003, Mohling M vd 2004).
Sitokinler normal gebeligin sirdurilmesi, normal over fonksiyonlarinin dizenlenmesi,
hicre blaylumesi, immuinolojik ve inflamatuar reaksiyonlarin regulasyonu gibi olaylarda
onemli roli olan glgli mediatorlerdir. Plasenta, amnion, desidua gibi gestasyonel
dokularda, korpus luteum ve granuloza hiicrelerinde birgok farkl sitokin tretilmektedir
(Krystle Ebejer and Jean Calleja-Agius 2013). Ayrica sitokinler, endotel butinligu ve
normal endotel fonksiyonlarinin kontroliinde ana role sahiptirler. Sitokinlerin plazma
duzeyleri, Uretimlerinden sorumlu olan genlerin promotér bolgelerindeki genetik

polimorfizm ile yakindan ilgilidir.

PKOS patogenezinde androjen artisinin inflamasyona neden oldugu belirtilse de
yapilan diger ¢alismalarda inflamatuvar molekillerin androjen sentezini artirdigina dair
bulgular yer almaktadir (Arosio B vd 2004). Yapilan arastirmalarda androjenin, insulin
sinyal iletiminde degisikliklere yol acarak adipozitlerde karbohidrat ve lipit
metabolizmasinda etkin enzimlerin sentezinde artiga neden oldugu gosterilmigtir. Ayrica
androjenlerin adipoz dokunun immun fonksiyonlarinda degisikliklere ve preadipozitlerin
adipozitlere doénlsuminde rol oynadiklari bildiriimistir (Corto'n M 2007). PKOS’ta
meydana gelen androjen artisinin adipoz doku mononukleer hiicrelerinde glukoza olan
duyarhhgi artirdigi ayrica glukozun da adipoz dokuda mononikleer hicrelerin aktive
olmalarina neden oldugu gosterilmistir (Corto'n M vd 2007, Gonza'lez F 2012).
Mononukleer hucrelerin donisima ile olusan makrofajlardan TNF-a gibi inflamatuvar
sitokinlerin salgilandigi gézlenmistir (Gonza’'lez F vd 2005, 2006). Makrofajlar diginda
adipoz dokudan da salgilanan TNF-a'nin, teka hucrelerinde proliferasyon meydana

getirdigi ve steroid sentezini de artirdidi bildirilmistir (Spaczynski RZ vd 1999).

TNF-a diginda adipoz dokudan salgilanan birgok molekul inflamasyon ve insulin
direnci gelisimine katkida bulunmaktadir. Bu hastalarda adipositokinlerden visfatin
MRNA dizeyinin artmig, serum adiponektin dizeyinin azalmig, leptin duzeyinin ise
artmis oldugu gosterilmistir (Cekmez F vd 2011, Plati E vd 2010). PKOS’lu hastalarda
adipositokinlerin insulin direnci, T2DM, obezite, ateroskleroz gibi metabolik sendrom
komponentlerinin olusumunda rol oynadiklari bilinmektedir (Carmina E vd 2006). Bagka

bir calismada (Xiong YL vd 2011) PKOS’lu hastalarda adipositokin ve inflamatuvar
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belirteglerin  degisimine ek olarak over dokusunda inflamasyon olustugunu
immunohistokimyasal olarak gdstermislerdir. Bu calismada, normal VKi'ye sahip
PKOS’lu hastalarin over dokularinda c¢ok sayida inflamatuvar hicre bulundugu
gOsterilmistir. Ayrica hastalarin serum o6rneklerinde TNF-a ve IL-6 gibi inflamasyon

belirteglerinin, VKi’si normal olan kontrol grubuna gére gok yiiksek oldugu belirtilmistir.

2.6. Tumor Nekrosis Faktor-Alfa

ik olarak 1984 yilinda aktif makrofajlardan izole edilmis bir sitokindir. TNF-a,
6p21.3 kromozomu uzerinde bulunan gen tarafindan Uretilen, ileri derecede pleiotropik
(tek bir sitokin birden ¢ok hiicre tipi Uzerine etkili olabilir), 17-70 kDa agirhdinda bir
sitokindir (Male D vd 1996). Homotrimer bir yapiya sahip olan TNF-a, o6zellikle
makrofajlar ve monositler olmak Uzere fibroblast, endotel hucreler, adipositler, B
hucreleri gibi bircok hucre tarafindan Uretilmektedir (MacEwan DJ 2002). TNF-a biyolojik
aktivitesini, transmembran monomer timaor nekrozis alfa (MTNF-a) (26 kDa) ve soluble
tumor nekrozis alfa (sTNF-a) (17kDa) formlarinda gostermektedir. mTNF-a, hucre
yuzeyindeki timor nekrozis alfa donustirtct enzim (TACE) ile proteolitik olarak sTNF-a
molekuline donustirtilimektedir (Kriegler M vd 1998, Black RA vd 1997). Hem mTNF-a
hem de sTNF-a septik sok, romatoid artrit, otoimmun hastaliklar ve insulin direnci gibi
inflamatuvar bozukluklarin patogenezinde, IL-1 ve IL-6 ile birlikte sitokin kaskadini
harekete gecirmede rol oynamaktadir. Damar endotel hicrelerinde vaskuler hicre
adhesyon molekul 1 (VCAM1), interselltler adhesyon molekul 1 (ICAM1) ve E-selektin
gibi adhesyon molekillerinin sentezini arttirmaktadir (Youn BS vd 2009). Ayrica hiicre
farklilasmasi ve proliferasyonu, apoptozis, nekrotik hiicre 6limi, timoér olusumu, viral
replikasyon, enerji metabolizmasi ve immun sistem fonksiyonlarinin dizenlenmesi gibi

cok farkli surecglerde gorev almaktadir (Guo R vd 2015).

TNF-a etkisini, TNFR1 ve TNFR2 (timor nekrozis faktor alfa reseptorleri 1 ve 2)
aracihgiyla gergeklestirmektedir. Bu reseptorler glikoprotein yapidadir ve transmembran
olarak yerlesim gostermektedirler. TNFR’lerin bulundugu reseptor ailesinde hiicre digi
bélimleri homoloji gosterirken hicre i¢i kisimlarda farkh yapilar bulunmaktadir. (Barrett
KE 1996). TNFR’lerin hicre digindaki bdlimleri sistein aminoasidinden zengin
tekrarlayan alt birimlerden (CRDs) olusmaktadir. Bu alt birimler CRD1, 2, 3 ve 4 olarak
isimlendiriimektedir. CRD1, TNFR’nin birbirine baglanmasini saglayan, ‘preligand
association domain’ (PLAD) ad verilen ve ligand-reseptor iligkisini glglendiren yapisini
olusturmaktadir. TNF-a, TNFR’nin ligand baglayan CRD2 ve CRD3 alt birimine
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baglanmaktadir. Daha sonra olusan PLAD’lar birbirlerine baglanarak reseptdr zincirleri
arasinda etkilesime neden olmakta bodylece ligand reseptdr iliskisi kuvvetlenmektedir
(Chan FK vd 2000, Wu H, Siegel RM 2011). TNFR?’in tim hucre tiplerinde TNFR2’nin
ise oligodendrosit, astrosit, T hicreleri, miyosit, timus htcreleri, endotelyal hicreler ve

insan mezenkimal kok hucrelerinde bulundugu gdsterilmistir (Speeckaert MM 2012).

TNF-a’nin adipoz doku farklilagsmasi ve insulin direnci ile iligkili bir adipositokin
oldugu bilinmektedir. Yapilan in vitro g¢alismalarda TNF-a'’nin adipoz dokuya yag
asitlerinin alinmasini sagladigi ve lipogenez ile ilgili enzim genlerini inhibe ettigi
gosterilmistir. Adipositlerin olgun adipositlere dénlisimuni saglayan aP2, adipsin gibi
genleri de inhibe ettigi gosterilmistir (Moller DE 2000). inslin, etkilerini intrensek tirozin-
kinaz aktivitesi bulunan insilin reseptériine (IR) baglanarak gdstermektedir. insiilin,
reseptoriine baglandigi zaman tirozin-kinaz aktivitesi ile reseptér otofosforile olmakta ve
hlcre igerisinde insulinin metabolik etkilerini gostermesini saglayan insilin reseptor
substrati-1/2 (IRS-1/2)’in fosforilasyonuna neden olmaktadir. Boylece insulinin protein,
lipid ve glikojen sentezi, glukozun dokulara alinimi gibi tim metabolik etkileri ortaya
¢ikmaktadir. TNF-a ise insulin sinyal iletiminde postreseptér dizeyde IRS-1/2’nin
fosforilasyonunu degistirmektedir. insulin sinyal iletimi, tirozin-kinazin IRS1/2'yi tirozin
aminoasidi Uzerinden fosforile etmesiyle devam etmektedir (Corbould A 2002). TNF-a,
IRS1/2’nin tirozin aminoasidi Uzerinden degil serin aminoasidi Uzerinden fosforilleyerek
insulin sinyal iletim bozukluguna ve insulin direncine neden olmaktadir. TNF-a etkisiyle
Ozellikle GLUT-4 (glukoz taslyici tip-4) ekpresyonunun azaldigini gdsteren ¢ok sayida
¢alisma bulunmaktadir (Moller DE 2000, Corbould A vd 2005). TNF-a, ayni zamanda
PPAR- y (peroksizom proliferatdrleri ile aktive olan reseptér gama) araciligiyla adipositler
Uzerinde etkilerini gostermektedir. PPAR-y, adipozitlerde insilin ve glukoz
metabolizmasi agisindan kilit rolt bulunan bir molekuldir. Adipoz dokudan salinan TNF-
a transkripsiyonel olarak PPAR- y mRNA ekspresyonunu inhibe etmektedir. TNF-a’nin
biyolojik etkisi konsantrasyonuna baghdir. Diguk konsantrasyonlarda (~10-9M) TNF-a,
lokal olarak immuno-inflamasyonun otokrin ve parakrin duzenleyicisidir (Xiong Y vd
2011). Yuksek konsantrasyonlarda TNF-a, endokrin hormon gibi etki etmektedir. TNF-a;
IL-1, IL-6, IL-8 ve IL-10'nun sentezini arttirir. Ayrica endotoksin, IL-1, TNF-a ve IL-6 da
TNF-a sekresyonunu arttirmaktadir. Ayni zamanda TNF-a uretimi IL-10 tarafindan inhibe
edilmektedir (Xiong Y vd 2011). TNF-a’nin PKOS’ta meydana gelen inflamasyon ve

insulin direnci ile iligkili olabilecegi anlasilmaktadir.
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2.7. interlokin 6

7p21-14 kromozomu Uzerinde bulunan IL-6 genin trlnl olan IL-6 homodimer bir
yapiya sahiptir. Molekiiler konfigirasyonu tamamen bilinmeyen IL-6, 4 alfa heliks uzun
zincir ailesine ait olan multifonksiyonel ve pleiotropik etkili bir sitokindir (Guo R vd 2015).
Molekdler agirligi 20-29kDa arasinda degismektedir. IL-6 molekull, reseptdri olan
gp130 reseptoriine baglandiktan sonra JAK/STAT yolu aktiflenir. Daha sonra JAK ligandi
Uzerinde bulunan fosfor atomu SHP2 domainine aktarilarak SHP2’ nin aktiflenmesi
saglanir. Bundan sonra sirasiyla SOS, Ras, Raf, MEK ve MAPK yoluyla ilgili genin
transkripsiyonu yapilir. Bu birinci yoldur. Diger bir yolda ise JAK molekill yine fosfat
grubunu STAT ligandina verir ve iki STAT molekuli birbirine baglanarak ilgili genin

transkripsiyonunu baglatir (Barrett KE 1996).

IL-6, T ve B lenfositler, monositler, makrofajlar, endotel hicreler, epitel hicreler,
fibroblastlar ve birgok bagka hicre tarafindan salgilanmaktadir (Lin Y S 2011). IL-1b ve
TNF-a gibi IL-6 da immunoinflamatuar cevabin dizenlenmesinde ve savunmada

onemlidir.

Hepatositlerde akut faz cevabin artmasinda rol oynamaktadir. Bu etkisini CRP,
haptoglobin, fibrinojen ve proteaz inhibitérleri gibi akut faz proteinlerinin Gretimini
arttirarak gergeklestirir. IL- 6 endotel hlicrelerde intersellliler adhesyon molekili 1
(ICAM-1) ve VCAM-1 ile E-selektin molekullerinin ekspresyonunu arttirarak endotel
hicrelerinin lenfositlere yapismasini arttirir. IL-6 hipofize etki ederek ACTH salinimini
indUkler ve ayrica direkt olarak adrenal bezlere etki ederek glikokortikoid Gretimine neden
olur (Barrett KE 1996). Bu etkilere ilaveten, IL-6 hematopoiezi arttirir, atesin
yukselmesine neden olur, bobrek mesengial hicre proliferasyonunu arttirir, dogal ve
kazaniimis immunitede rol alir, kazaniimis immunitede B hlcrelerinden antikor tretimini
indUkler, hepatosit ve sinir hicrelerinin rejenerasyonunda etkilidir, embriyonel gelisim ve
fertilitede 6nemlidir (Heinrich PC 1998, Eser B 2017).

IL-6 endometriumun proliferasyon fazinda zayif bir sekilde salgilanirken
sekresyon fazinin ortasinda 6zellikle endometrium bez ve Iimen epitelinde kuvvetli bir
sekilde salgilanmaktadir (Jasper MJ 2007). IL-6 reseptorlerinin varligi menstrual déngl
boyunca agirlikh olarak bez epitelinde olmak (zere stromada da gosterilmektedir
Tabibzadeh S 1995, Eser B 2017).
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2.8. interlékin-1 Beta

interlokinler I6kositler arasindaki hiicresel iletisimde oynadiklari rol ile immin sistemin
polipeptit sitokin komponentleridir. IL-1 sistemi temelde 2 biyoaktif ligant; IL-1a, IL-1b ve
2 reseptor IL-1R1, IL-1R2 ile IL-1’in biyolojik aktivitesini diizenleyen dogal bir reseptor

antagonisti IL-1RA’dan olusmaktadir.

Siklik ovulasyon surecinin genis c¢apli bir inflamasyon reaksiyonu oldugu
varsayllmaktadir. IL-1 ailesinin bu silrecte anahtar mediatdér rolde olabilecegdi
dusunulmektedir. IL-1b’nin granuloza ve teka hiicrelerinin proteaz sentezi gibi hiicresel
aktivitelerinin plazminojen aktivatorl, prostaglandinlerin regulasyonunda rol oynadigi
gosterilmistir (Hurwitz A vd 1993, Bonello NP 1995, Karakji EG veTsang BK 1995).
Ayrica IL-1b steroidogenezi de regile ettigi gosterilmistir (Brannstrom M 1993). Diger
taraftan, IL-1b’nin sicanlarda ovuasyon surecinin destekleyicisi oldugu gosterilmigtir. IL-
1b’nin tek bir oositte LH ile induklenmis in vitro mayoz tetiklenmesini inhibe ettigi
go6riulmustur (Martoriati A vd 2002). Tum bunlar dikkate alindiginda memeli tlrlerinde de
IL-1’in ovulasyon ve oosit maturasyonuna Onculiuk eden kaskada dahil bir faktor

olabilecegi disuintlmektedir.

Martoriati A vd (2003) yapmis olduklari arastirma ile granuloza hicrelerinde IL-
1b sistemine ait gen ifadelerini ve folliktler sividaki IL-1b icerigini folliklil olgunlagsmasi
sirasinda incelemiglerdir. Calismanin sonuglari IL-1b, IL-1R2 ve IL-1RA genlerinin
granuloza hucrelerinde ifade edildigini ve IL-1b ve IL-1RA mRNA igeriginin terminal
folliktler olgunlagsma sirasinda degistigini fakat IL-1R2 mRNA duizeyinin ayni kaldigini
gOstermektedir. IL-1b’nin follikller sividaki igeriginin ovulasyonun indiksiyonunu takiben
birkag saat icinde dalgalandigini gérmuslerdir. Buradan vyola c¢ikarak granuloza
hicrelerindeki IL-1b gen ifadesi ve follikller sividaki IL-1b igeriginin gonadotropinlerce
regule edildigini ve IL-1b’nin ovulasyona dahil olan “intermediate paracrin factor” oldugu
soylenebilir (Martoriati A 2003).

2.9. Hipotez

H1: D vitamini, PKOS olusum mekanizmasinda rol oynayan IL-1, IL-6 ve TNF-a

sitokinlerinin artan ekspresyonlarini dusurar.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Deney Gruplarinin Olugturulmasi ve Deney Hayvanlarinin Bakimi

Bu arastirma Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
PAUHDEK-2015/03 numarasiyla onaylanmistir. Calismamizda, Pamukkale Universitesi
Deneysel Arastirma Birimi’nden temin edilen 34 adet 21 gunlik prepubertal Wistar tipi
albino disi sigan kullaniimigtir. Tim denekler icin dnerilen optimum ¢evresel kosullar ayni
merkez tarafindan saglanmis ve siganlar, 12 saat aydinlik/karanlik déngusu ile, %60-70
nem ve 20-24°C oda isisiI kosullarini saglayan bir odada kafeslere yerlegtirilmistir.
Denekler, gunluk icme suyu ve %21 ham protein iceren pelet yemler (purina) verilerek

ad libitum beslenmistir.

3.2. Deney Gruplarinin Ayrilmasi ve Deneysel PKOS Olusturma islemi

Siganlar agirliklari (~45-50 g) élgtildikten sonra rastgele olarak 5 gruba ayrilarak
isaretlenmisgtir.

Deneysel PKOS olusturma isleminde trans-dehydroandrosterone(Sigma, St.
Louis, MO, USA) kullaniimistir. Yaklasik 50 g’lik siganlarda 3 mg miktarinda DHEA
%95’lik 0,01 ml ethanolde ¢bziunmesi sagladiktan sonra 0,09 ml susam yagi ile
karistirilarak 20 gun boyunca her gun subkutan enjeksiyonla verilmistir. 3 gun aralikla

sicanlarin agirliklari dlgiimustar ve varsa, degisime gore doz ayarlamasi yapiimistir.

l.grup(N=6): Kontrol grubu olarak belirlenmistir ve sadece susam yagi (0.2 ml/100 g),
subkutan enjeksiyon ile 20 gin boyunca her gun sabah verilmigtir. Enjeksiyonun 10.
gununden itibaren kalan 10 gun boyunca her gun sabah vajinal smear ornegi alinarak
siganlarin sikluslari tespit edilmistir. 21. ginde enjeksiyon sonlandirilarak overler alinmis

ve hayvanlar sakrifiye edilmistir.
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[I. grup (N=6): PKOS olusturma amaciyla 20 gtin DHEA (6 mg/100g/0,2ml susam yagi
icinde) subkutan enjeksiyon ile verilmistir. Enjeksiyonun 10. gintunden itibaren kalan 10
gln boyunca her gun sabah vajinal smear érnegi alinarak siganlarin sikluslari tespit
edilmistir ve 6strus siklusu gérilmeyen sicanlarda PKOS olusturuldugu kabul edilmistir.

21. gunde enjeksiyon sonlandirilarak overler alinmig ve hayvanlar sakrifiye edilmigtir.

lI. grup (N=6): 20 guin boyunca, vitamin D (120 ng/100 gr) ve vitamin D enjeksiyonundan
2 saat sonra DHEA (6 mg/100 g /0,2 ml susam yagi icinde) subkutan enjeksiyonla
verilmistir. Enjeksiyonun 10. gindnden itibaren kalan 10 gin boyunca her gin sabah
vajinal smear 6rnegi alinarak sicanlarin sikluslari tespit edilmistir. 21. glinde enjeksiyon

sonlandirilarak overler alinmis ve hayvanlar sakrifiye edilmistir.

IV. grup (N=6): 20 glin boyunca DHEA (6 mg/100 g /0,2 ml susam yagi icinde) subkutan
olarak enjekte edilmistir. 20. ginden sonra DHEA (6 mg/100 g /0,2 ml susam yagi igcinde)
uygulamasina ilaveten DHEA enjeksiyonundan 2 saat énce vitamin D (120ng/100 gr) 20
gun suresince subkutan olarak enjekte edilmistir. Enjeksiyonun 10. glindnden itibaren
20. gune kadar ve enjeksiyonun 30. gununden itibaren 40. gline kadar her gin sabah
vajinal smear 6rnegi alinarak siganlarin sikluslari tespit edilmistir. 41. giinde enjeksiyon

sonlandirilarak overler alinmis ve hayvanlar sakrifiye edilmistir.

V. grup (N=10): 20 gin boyunca vitamin D (120 ng/100 gr) subkutan enjeksiyonla
verilmistir. Enjeksiyonun 10. guninden itibaren kalan 10 giin boyunca her giin sabah
vajinal smear 6rnegi alinarak siganlarin sikluslari tespit edilmistir. 21. giinde enjeksiyon

sonlandirilarak overler alinmis ve hayvanlar sakrifiye edilmigtir.

3.3.  Vajinal Smear Orneklerinin Alinmasi ve Menstrual Siklus Evrelerinin
Belirlenmesi

LIV, gruplardan deneyin 10. gununden itibaren 21. gunidne kadar,
ayrica V. gruptan 30. gunden 40. gline kadar smear érnekleri alinarak menstrual siklus

evreleri belirlenmistir.

Smear ornekleri her bir sigandan sabah saatlerinde glnlik olarak alinmistir. 1ml
steril pastor pipeti igerisine ~0,3 ml SF ¢ekilmis ve sigcan dorsalinden, avug iginde
tutularak pipetle vaginadan giris yapilmis ¢ok ilerlemeden SF sivisi verilmis ve pipete
tekrar geri cekilmistir. Pipetin icine alinmis olan salgi 6rnedi bir lam Uzerine damlatilip

yayma yapilarak bir tabla Gzerinde oda sicakliginda kurutulmustur. Deney gruplarindan
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alinip kurutulan érnekler ayni gun igerisinde Diff-Quick boyama kiti (REASTAIN® Quick-
Diff Kit, Lot: 102164) ile su protokole uyarak boyanmistir:

a.) Kuruyan lamlar fiksatif (metanol) ile dolu cam sale igerisine dizildi.
b.) Lamlar 10 dakika fiksatifte bekletildi.

c.) Lamlar fiksatiften alinarak boyama kitinden ¢ikan kirmizi ¢ézeltide (Quick-Diff-
red) 5 dakika bekletildi.

d.) Kirmizi ¢bzeltiden alinan lamlar hizh bir sekilde stzduraldu.

e.) Lamlar mavi ¢dzeltiye koyularak 15 saniye bekletildi.

f.) Hizli bir sekilde 2 kere sudan gecirildi ve fazla boyasi alindi.

g.) Lamlar altlar silinerek 37°C’de tablaya koyuldu ve kurutuldu.

h.) Kuruyan yayma preparatlari 1sik mikroskobunda gériintilenerek fotograflandi ve

sikluslari belirlendi.

3.4. Dokularin Hazirlanmasi ve Kesitlerin Alinmasi

Sicanlar, agirliklari tekrar olcilerek, 30 mg/kg ketamine hydrochloride ve 6 mg/kg
%Z2’lik xylazine hydrochloride kombinasyonunun intraperitoneal enjeksiyonla
uygulanmasiyla saglanan genel anestezi altinda dekapitasyon ile sakrifiye edilmistir. Sol
ovaryumlar 500 yl trizol eklenen eppendorf tlplerine koyulup PZR c¢alismasinda
kullanilmak Uzere -80°C’de saklanmistir. Sag ovaryumlar doku saglama kasetlerine
alinarak %10’luk formaldehitte (Tekkim Formaldehit, Lot: 070312510) tespit edilmigtir.
Isik mikroskobu takip ydntemi uygulanarak parafine gémulen bloklardan, Leica RM-2125
Rotary Microtom cihazi ile 3 mikrometre kalinhdinda kesitler lizinli lamlara (Marienfeld
Laboratary Glassware Histobond (+), Lot: 23573 ) alinmigtir. Daha sonra kesitlere, TNF-
a, IL-6 ve IL-1b aktivasyonlarini belirlemek i¢in immunohistokimyasal boyama yontemi
uygulanmistir. Kesitler daha sonra Olympus BX-51 i1sik mikroskobu ve Olympus PP72

Digital Kamera atagmani ile incelenerek sekillenmistir.

3.5.  Fiksatif Cozelti Hazirlanmasi

%37-%40’lik formaldehit ¢ozeltisinden % 10’luk fiksatif ¢ozeltiyi hazirlamak igin

kullanilan forml
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istenilen konsantrasyon ] ] ]
= .Elde edilmek istenen miktar

"~ bilinen konsantrasyon
%40’k formaldehit ¢ozeltisinden %10’luk fiksatif ¢cozeltisi hazirlamak igin,

10/100
40/100

Formdlden bulunan deger (250 ml) miktarinda %40’lik formaldehit ¢dzeltisinden

.1000 ml = 250 ml

koyularak Gzeri 750 ml distile su ile 2000 ml'ye tamamlanmistir.

Doku takibinde kullanilan ksilen ve etil alkol Sigma-Aldrich firmasindan alinmistir.

a) Alinan dokular formaldehitde 1 gece bekletildi.
b) Akarsuda 30 dakika yikandi.
c) %70'lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
d) %80’lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
e) %90’lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
f)  %100’lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
g) Ksilende 1 saat bekletildi.
h) Ksilende 1 saat bekletildi.
i) Parafinde 1 saat bekletildi.
j) Parafinde 1 saat bekletildi.
k) Dokulara parafinle gdmme ve etiketlenme iglemi yapildi.

Doku takip yontemi tamamlanan ovaryum bloklarindan, immunohistokimyasal

boyama icin mikrotom cihaziyla 4 pm’lik kesitler alinmigtir.

3.6. immunohistokimyasal boyama

Reaktifler igin Histostain-Plus kit (Lot: 1018708A, invitrogen) kullaniimistir.

a) Kesitler, benmariden lamlara alinip lam tagima sepetine yerlestirildi.

b) Lam tasima sepeti etlivde 60 °C’de 1 saat bekletildi.

c) Ksilende, deparafinizasyon igslemi i¢in 1 saat bekletildi.

d) Kesitler sirasiyla %100, %96, %70, %50’lik etil alkol serilerinde 2’ser dakika
bekletildi.

e) Alkolden cikan preparatlar distile su ile 3 kez 5 dakika sureyle yikandi.

f) Antijen retrieval islemi icin sitrat tamponu kullanildi. Kesitler 3*7 dakika 700w
mikrodalgada kaynatildi ve oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.

g) 10 dakika PBS’de birakildi.

h) Bu sirada PAP pen ile dokular isaretlendi.



30

i) Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi, % 30’luk H2O2: Metanol (1:9) karisimi ile

10 dakikalik uygulamayla ortadan kaldirild1.

j) Lamlar 3 defa 2 dakika PBS ile yikandi. Uzerlerine ilave edilen serum bloklama
solUsyonu (reagent A) ile 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

k) Kesitler Gzerine uygun primer antikorlar ilave edilerek 1 gece over night yapildi.
Bu ¢alismada kullanilan primer antikorlar su sekildedir: IL-1b (1:100, Lot: F2212,
Santa Cruz Biotechnology) ,TNF-a (1:100, Lot:NB600-587, Novus Biotechnology)
ve IL-6 (1:100, Lot: NB600-1131). Butln primer antikorlar PBS ile dilie edilmistir.

l) Kesitler, PBS ile yikandiktan (2 dkX3) sonra primer antikorlarla reaksiyon veren,
biotinlenmis afiniteye sahip sekonder antikorlarla (Reagent B) 20 dakika muamele
edilmigtir.

m) Tekrar PBS ile yikamasi (2 dkX3) vyapilan kesitlere, biotinlenmis-sekonder
antikorlara kolayca baglanabilen horseradish peroksidaz konjugati streptavidin
(HRP-SA) (Reagent C) 10 dakika kadar muamele edilmistir.

n) Kesitler son kez PBS ile yikandiktan (2 dkX3) sonra kromojen boyasi DAB-Plus
Substrate Kit (Lot: 1018723A, invitrogen) ile 3-10 dakika kadar muamele
edilmistir.

0) Antijenin lokalizasyonunun daha iyi gézlenmesi igin kesitlere hematoksilen (Merks
Harris) ile zit boyama yapilmistir.

p) Kesitler akarsuda yikanmig ve sirasiyla %70, %80, %90, %100’luk etil alkol

serilerinde 2’ser dakika bekletilmistir.
Alkol serilerinden ¢ikan dokular ksilen | ve ksilen II'de 2 ser dakika bekletilmigtir.

g) Ksilenden alinan dokularin Uzeri kurumasi bekleniimeden entellan ile

kapatiimistir.

Boyanmanin degerlendiriimesinde asagidaki skala kullaniimistir.

(+++): kuvvetli boyanma, (++): orta derecede boyanma, (+): zayif boyanma, (/+/-): gok

zayif boyanma, (-): boyanma yok, (/): o yapiya rastlanmamigtir.

3.7. Hematoksilen Eozin Boyama

a) Kesitler, benmariden lamlara alinip lam tagima sepetine yerlestirildi.
b) Lam tasima sepeti etlivde 60 °C’'de 1 saat bekletildi.

c) Ksilende, deparafinizasyon iglemi igin 1 saat bekletildi.
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d) Kesitler sirasiyla %100, %96, %70, %50’lik etil alkol serilerinde 2’ser dakika
bekletildi.

e) Alkolden gikan preparatlar distile suda 10 dakika bekletildi.

f) Hematoksilende 4 dakika bekletildi ve ardindan akan suda yikandi.

g) Asit-alkol gozeltisinden 10 saniye gegirildi ve ardindan akan suda yikandi.
h) Amonyakli suda 10 saniye bekletildi ve ardindan akan suda yikandi.

i) Eozinde 1 dakika bekletildi ve akan suda yikandi.

1) %70, %80, %90 ve %100’lik alkol serilerinde 2’ser dakika bekletildi.

k) Kurutuldulduktan sonra ksilolde 10 dakika bekletildi ve entellan ile kapatildi.

Folliktl sayimi igin ovaryum uzun kesilerek %10luk formalde tesbit edilmistir ve 5

pm’lik kesitler alinarak HE boyanmistir. Her gruptan 3 kesit sayim i¢in degerlendirilmigtir.

3.8.  Trizol ile RNA izolasyonu

Gen dlzeyinde ekspresyon degerlendirmesi yapabilmek amaciyla kontrol ve

uygulama gruplarinda RNA izolasyonu Trizol ile gerceklestirilmistir.

a) Doku oOrnekleri kiicuk parcalara ayrilarak homojenize edilmis ve 1,5 ml Eppendorf
tlplerine alinip Gzerine 500 pl olacak sekilde Trizol uygulanmistir.

b) Her bir ependorf tiipe 200 ul kloroform eklenip ve pipetle iyice karistirildiktan sonra
tekrar oda sicakliginda 15 dk inkiibe edilmigtir.

c) Sogutmali santrif(jj ile +4°C’ de 15.000 rpm’de 15 dk santrif(ij edilmistir. Santrifij
islemi sonrasi RNA bulundugu renksiz olan st faz ayri ependorf tliplere aktariimistir.

d) Toplanan st fazin tGzerine 500 pl izopropanol eklenerek pipetleme islemi yapiimis
ve 10dk oda sicakliginda inkibe edilmigtir.

e) Inklbasyon sonrasi tiipler +4°C’de 15.000 rpm’de 15 dk santrifljj edilmistir.

f) Santriflj sonrasi supernatan kisim uzaklastiriimigtir. Peletin tGzerine %70’lik etanol
eklenerek ve +4°C’de 15.000 rpm’de 15 dk santrifij yapilmigtir.

g) Santrif(ij sonrasi supernatant atilmis ve kalan etanolin uzaklastirilmigtir.

h) Kalan pelet Uzerine 40 pl RNaz-DNaz icermeyen su eklenerek, RNA elde edilmigtir.

i) RNA cgalismalari gergeklestirilene dek -20°C’de saklanmistir.

izole edilen RNA'nin konsantrasyonu ve safliyi Nanodrop cihazi (Thermo, USA) yardimi
ile gercgeklestiriimigtir. Nanodrop ile RNA o6rneklerinin odlcilmesi isleminde; 1l

nukleazdan arindiriimis distile su Nanodrop cihaz kaidesi Uzerine bir damla halinde



32

pipetlenmis ve bilgisayardaki program analizi ile kérleme iglemi yapilmistir. Daha sonra
ilgili RNA o6rneklerinden 1pl alinarak, cihazin RNA &lgim programi secilmis ve

konsantrasyonlari élgulmuastur.

3.9. c-DNA sentezi

izole edilen RNA'lardan, cDNA sentezi ‘High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kits’ (Lot No: 00325690 AB Aplied Biosystems Lithuania) ile oligo d (T) primeri ve
Revers Transkriptaz enzimi (RT) kullanilarak dretici firmanin protokolu dogrultusunda
gerceklestiriimistir. cDNA sentez karisim prosedird Tablo 3.1’de verilmistir. Karigim
hazirlandiktan sonra cDNA sentezi igin 50°C’ de 1 saat inklbe edilmis ve slire sonunda,
enzimi inhibe etmesi icin 85°C’de 5 dakika bekletilmistir. Sentezlenen cDNA’lar, RT-

PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) iglemine kadar -20°C’de muhafaza edilmigtir.

Tablo 3.1 cDNA Sentez Karigimi

Bilesen Hacim
10X RT Buffer 2 ul
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 ul
10X RT Random Primers 2 ul
MultiScribe Reverse Transcriptase 1ul
RNase Inhibitor 1ul
Nuclease-free H,O 3,2 ul
Son hacim 10

3.10. Gergek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PZR)

Bu calismada 96 kuyucuklu mikroplaka okuyabilen Gergek Zamanli PZR sistemi
kullaniimistir. Sistemde, SYBR Green metodu kullaniimigtir.

Gergek-zamanli PZR isleminde, “TNF-Alfa, IL 1-beta, IL-6” genlerinin mRNA
diuzeyindeki gen ekspresyonu degisimi arastiriimigtir. Bu genlere ait forward ve reverse
dizileri tablo 3.2’'de Ozetlenmigtir. Bunun icin housekeeping gen olan GAPDH geni

c¢alismamizda kullaniimistir. Reaksiyon agamasinda, her bir kuyucuk basina “5 yl SYBR
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Green” (Applied Biosystem, USA), “6.5 pl molekdler biyolojik saflikta su”, “1.5 pl cDNA”,
“1 pl Forward Primer” ve “1 ul Reverse Primer” kullanilarak reaksiyon karigimi
hazirlanmigtir. Hazirlanan reaksiyon karisimlari 96-kuyucuklu plakaya aktariimis ve
plakanin ylzeyi seffaf yapigskan etiketle kapatiimistir. StepOne Plus gercek-zamanli
PCR cihazina yiiklenen plaka, 95°C’de 10 dk, 40 déngi olacak sekilde 95°C’de 15 sn
ve 60°C’de 10 dk olacak sekilde amplifiye edilmistir.

Tablo 3.2 Calismada kullanilan 4 adet genin forward ve reverse primer dizileri

GEN ISMI PRIMER Dizi

1 GAPDH Fw: TCATCTCCGCCCCTTCCGCT
Rw: GAGCAATGCCAGCCCCAGCA

2 IL-6 Fw: TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC
Rw: TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC

3 IL-1 beta Fw: CACCTCTCAAGCAGAGCACAG
Rw: GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC

4 TNF-alfa Fw: AAATGGGCTCCCTCTCATCAGTTC

Rw: TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC

3.11. Verilerin istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Tdm deneklerin ovaryum kesitlerinde korpus luteum primordiyal, primer, sekonder,
tersiyer ve kistik follikil sayimi yapildi. Tum degerler tablo, meantstandart error
olarak gdsterilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kruskal Wallis, iki grup arasindaki
farklilik Mann-Whithey U ile analiz edilmistir. istatiksel analizlerde SPSS 21 paket
programi kullaniimistir. P<0,05 kabul edilmigtir.

MA Web tabanl “RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis“ programinda bulunan,
Volcano Plot analizleri kullaniimistir. Metodun amaci, iki ekspresyon sonucunun
+3SD Kkarsilastirimasi esasina dayanmaktadir. Bu sayede, gen ekspresyonu
karsilastiriimasi yapilan durumlarda kontrol ve doz grubu ile ilgili genlerin ekspresyon
degerleri rolatif olarak belirlenmistir. Gruplarin karsilastiriimasi “RT? Profiler™ PCR
Array Data Analysis” programinda bulunan “Student t-testi” analizi ile istatistiksel

olarak degerlendirilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Hematoksilen Eozin Boyama

Grup 1'de ovaryum dokusunda gelisimin her asamasinda follikillere
rastlanmistir. Sekonder ve tersiyer folliklillerde granulosa tabakasinin kalin ve normal
gérinimde oldugu izlenmigtir. Ovaryum stromasindaki hicreler ve lifler normal
goérinimde izlenmigtir (Sekil 4.1).

Deneysel olarak Polikistik over olusturulan grupta (grup 2) kistik folliktlllerin varhgi
belirlenmigtir. Bu follikllllerde granulosa hicre katmanlarinda incelme, hucrelerde
dejenerasyon ve hicreler arasinda ayrilmalarin oldugu dikkati ¢ekmistir. Bazi kistik
folliktllerde granulosa hucrelerinin gevreledigi antrumlarinin genigledigi dalgali bir
gérinim olusturdugu belirlenmistir. Bu grupta ovaryum stromasinda yer yer hicre
azalmalari oldugu ve bunlarin bazi alanlarda bosluklar olusturdugu gézlenmistir (Sekil
4.2, 4.3).

Polikistik over olusturmak icin DHEA ile birlikte koruyuculugunu test ettigimiz vitamin
D’nin ayni anda verilmeye basladigi grup 3'te (kisa sureli grup) kistik gorinimli
follikillerin halen devam ettigi ancak bunlarin sayisinin grup 2’ye karsin daha az oldugu
belirlenmistir (p=0,009). Bu grupta da ovaryum stromasinda hicresel azalmanin devam
ettigi ancak grup 2 ile karsilastirildiginda daha az oldugu belirlendi (Sekil 4.4).

DHEA ile deneysel polikistik over uygulamasindan 20 gun sonra D vitamini verilmeye
baslanan grup 4’'te ( orta dénem) kistik folliktllerin oldugu ve bunlarin sayisinin tedavi
edilmeyen polikistik overli grupla (grup 2) hemen hemen ayni oldugu bulundu ( p=0,747).
Bu grupta ovaryum stromasinda hicresel kayiplarin ¢ok oldugu ve grup 2’deki gibi
bosluklar olustugu belirlenmigtir.

Yalnizca vitamin D verilen grupta kistik folliklllere rastlanmamigtir. Ovaryum
stromasinda bazi alanlarda hlcresel kayiplar izlenmesine kargin bunlarin gok az oldugu
dikkati cekmistir. Gelisimin her asamasindaki follikillerin normal gériinimlerinde oldugu
granulosa hicrelerinde dejenerasyonun olmadigi belirlenmistir.

Follikil sayimi 6 denek iceren her gruptan alinan kesitlerde yapilmigtir. Folliktller
asagidaki verilen kriterlere uygun olarak belirlenmigtir.

1) Primordial follikul: Tek katli yassi epitelle gevrili folliktller

2) Primer follikal: Tek kath kubik ya da daha fazla granulosa hlcre tabakasi iceren
folliktller

3) Sekonder follikil: Granulosa hticre tabakasinda bosluklar olusan follikGller
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4) Tersiyer follikil: Genis antrumu olan ve kumulus ooforusu olusan follikul

5) Kistik follikil: Granulosa hticre tabakasi incelmis ve antrumu dizensizlesmis follikal

Buna gore primordiyal follikiil en fazla grup 1 ve grup 5’te en az ise grup 2 ve grup 4’te
izlenmigtir. istatistiksel olarak anlamlilik ise grup 1 ile grup 2 ( p=0,034) ve grup 1 ile grup
4 arasinda (p=0,014) bulunmustur (Sekil 4.7). Primer follikdlller ise en fazla grup 1 de
bulunurken istatiksel anlamhlik grup 1 ile grup 4 arasinda (p=0,005) bulunmustur (Sekil
4.8). Sekonder follikiller en fazla grup 3 ve grup 5'te bulunurken istatiksel olarak
anlamhlik grup 2 ile 3 (p=0,002), grup 2 ile 5 (p=0,001), grup 3 ile 4(p=0,034) ve grup 4
ile 5 (p=0,016) arasinda bulunmustur (Sekil 4.9). Tersiyer follikilln ise en fazla grup 5’te
2. olarak da grup 3’te oldugu belirlenmistir. En az tersiyer follikil ise grup 2'de
bulunmustur. istatiksel olarak anlamli bulunan gruplar grup 2 ile 3 (p=0,031) ve grup 2
ile 5 (p=0,01)tir. Grup 5’teki ve grup 3’teki tersiyer follikll sayisi grup 1’e karsin daha
fazla olmasina ragmen bu artis istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 4.10).
Kistik follikGller grup 2'de, grup 3’te ve grup 4’te sayildi. Diger gruplarda kistik follkullere

rastlanmadi. Bu Ug¢ gruptan en az kistik follikil grup 3’te olmasina karsin istatiksel olarak

bu azalma anlamli bulunmamigtir (Sekil 4.11).

Sekil 4.1 AB: Grup 1 (kontrol) ovaryum dokusundan alinan kesitler (A,B). Tersiyer follikil;(TF),

primordial follikul;(kalin ok). Hematoksilen —eosin. Bar=50 ym
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Sekil 4.2 A ve B, deneysel olarak polikistik over olusturulan Grup 2 ovaryum dokusundan
alinmis kesitleri géstermektedir. Korpus luteum; (KL), Kistik follikil;(KF) ve stromada hicresel

kayiplar ve acilmalar belirgin (ok basi). Hematoksilen-eosin. Bar=50um

Sekil 4.3 Deneysel olarak polikistik over olusturulan Grup 2 ovaryum stroma dokusunda hucresel

kayiplar (Uggen) . Hematoksilen-eosin. Bar=100um
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Sekil 4.4 Polikistik over olusturmak icin DHEA ile birlikte D vitaminin  ayni anda verilmeye
baslandidi (kisa streli grup) Grup 3 ovaryum dokusundan alinan ovaryum kesitleri (A,B). Primer
follikll;(PF), sekonder follikiil;(SF), tersiyer follikil;(TF), korpus Iluteum;(KL), hucresel
kayiplar;(iggen), dokudaki agikliklar;(ok basi). Hematoksilen-eosin. Bar=50um

Sekil 4.5 DHEA ile deneysel polikistik over uygulamasindan 20 giin sonra D vitamini veriimeye

baslanan (orta dénem) grup 4 ovaryum goérintuleri (A,B). Korpus luteum; (KL), Kistik follikdl;
(KF), hiicresel kayiplar; (iggen), dokudaki acikliklar;(ok basi). Hematoksilen-eosin. Bar=50um
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Sekil 4.6 Yalnizca D vitamini verilen grup 5 ovaryumdan gorintt (A,B). Primer follikdl;(PF),

korpus luteum;(KL). Hematoksilen-eosin. Bar=50um

8,00

6,00

4,00

Mean Primordiyal

2,00

aroup3
group
Error bars: +- 1 8D

Sekil follikdl

sayllarina gére karsilastiriimasi:

4.7 Gruplarin  primordiyal

Mean Primer

iia'ai

T T T
group3 groupd groups.

group
Error bars: +- 1 SD

T T
groupt group2

Sekil 4.8 Gruplarin primer follikil sayilarina

gore karsilastiriimasi:



£,00-

5,00

4,00

300

2,00

Mean Sekonder

1,00

00

Mean Tersiyer

39

5,00

5,00

4,00

3,00

2,00

1,00

00

i;iﬁi

T
group3 groupd
group
Error bars: +- 1 8D

Sekil sekonder

sayllarina goére karsilastiriimasi:

4.9 Gruplarin

folikdl

12,50

10,00

7,50

Mean CF

5,00

2,50

aroup3 groupd
group
Error bars: +- 1 8D

groupt group2

roups

Sekil

T T T
group3 aroupd aroups
group

Error bars: +- 15D

T T
aroupt aroup2

410 Gruplarin tersiyer

sayllarina goére karsilastiriimasi:

Sekil 4.11 Gruplarin kistik follikil sayilarina gére karsilastiriimasi:

4.2. immunohistokimyasal Bulgular

Sonuclar tablo 4.1,4.2 ve 4.3'te 6zetlenmistir.

Grup 1 (kontrol grubu)

folikdl

Bu grupta IL-1b, IL-6 ve TNF-a korpus luteumda, granulosa hicrelerinde, teka

tabakasinda ve ovaryum stromasinda ve liflerinde negatif idi. Oositler IL-1b ve TNF alfa

icin negatif reaksiyon gosterirken IL-6 i¢in kuvvetli reaksiyon gésterdi. Kan hicreleri tim
antikorlar i¢in kuvvetli pozitif boyandi (Sekil 4.12, 13, 14).
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Grup 2

Bu grupta da IL-1Db, IL-6 ve TNF-a granulosa hicrelerinde, teka hicrelerinde, korpus
luteumda, ovaryum stromasinda ve liflerinde negatifti. Oositler IL-1b ve IL-6 igin negatif
reaksiyon gosterirken TNF-a igin orta derecede pozitif reaksiyon gdsterdi (Sekil 4.15, 16,
17).

Grup 3

Bu grupta IL-1b kan hicreleri disinda tim yapilarda negatifti. IL-6 ve TNF-a granulosa
hicrelerinde, teka tabakasinda ve ovaryum stromal liflerinde negatif reaksiyon
gosterirken oositlerde, korpus luteumda ve stromal hiicrelerde orta derecede boyanma
gosterdi (Sekil 4.18, 19, 20, 21, 22, 23).

Grup 4

Bu grup diger gruplarla karsilastirildiginda boyanmanin her Ug¢ antikor iginde daha
kuvvetli oldugu goézlendi. IL-1b oositlerde, teka tabakasinda ve ovaryum stromal
hicrelerinde negatif reaksiyon gosterirken ovaryum stromal liflerde de kuvvetli
boyanmigti. Korpus luteum hucrelerinin ise IL-1b icin zayif pozitif reaksiyon gosterdigi
belirlendi.

Bu grupta oositler, korpus luteum hicreleri ve ovaryum stromal lifler IL-6 ve TNF-a igin
kuvvetli reaksiyon go6sterirken granulosa hicrelerinin ve teka tabakasinin negatif
ekspresyonunun devam ettigi izlendi. Kan hicreleri bu grupta da kuvvetli pozitifti. (Sekil
4.24, 25, 26, 27, 28).

Grup 5

Bu grupta oositler IL-1b antikoru icin negatif reaksiyon gdsterirken IL-6 ve TNF-a igin
kuvvetli boyanma gdstermisti. Bu grupta da IL-1b, 6 ve TNF-a granulosa ve korpus
luteum hdcrelerinde, teka tabakasinda, negatifti. Ovaryum stromal hicreleri ise orta
derecede reaksiyon gosterdi. Ovaryum stromal lifler IL-6 igin orta TNF-a igin ise kuvvetli
idi. (Sekil 4.29, 30, 31, 32, 33).
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Sekil 4.12 Kontrol (grup 1) ovaryum dokusunda tim follkullerde ve korpus luteumda negatif olan

IL-1b ekspresyonu(A,B). immunperoksidaz, Hematoksilen. Bar=500y ,200 ym

K b e s B BT
Sekil 4.13 Kontrol (grup 1) ovaryum dokusunda IL-6 ekspresyonu (A). Daha buyik buyitmede
ovaryum dokusu(B). Pozitif boyanan oosit;(asteriks), primordial follikil;(kalin ok), primer
follikiil;(PF), sekonder follkiil;(SF), tersiyer follikiil;(TF). immunperoksidaz, Hematoksilen.

Bar=500u ,200 um

Sekil 4.14 Kontrol (grup 1) ovaryum dokusunda TNF-a ekspresyonu (A,B). Primordial

follikdl;(kalin ok), tersiyer follikiil;(TF), pozitif boyanan oosit; (asteriks). immunperoksidaz,
Hematoksilen. Bar=500u ,200 ym
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Sekil 4.15 Grup 2 ovaryum dokusunda IL-1b ekspresyonu. Follklller ve korpus luteumda negatif
boyanma izlenmekte. Primer follikil;(PF), sekonder follikul;(SF), tersiyer follikil;(TF), korpus
luteum;(KL). immunperoksidaz, Hematoksilen. Bar=500 p ,200 ym
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(PF), tersiyer follikdl;(TF),
korpus luteum;(KL). immunperoksidaz, Hematoksilen. Bar=500 p ,200 ym

Sekil 4.16 Grup 2 ovaryum dokusunda IL-6 ekspresyonu. Primer follikl;

S
follikiil;(TF), korpus luteum;(KL). Iimmunperoksidaz, Hematoksilen. Bar=500 14,200 pm
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Sekil 4.18 Grup 3 ovaryum dokusunda IL-1b ekspresyonu. Primer follikil;(PF), tersiyer
follikiil;(TF), korpus luteum;(KL). immunperoksidaz, Hematoksilen. Bar=500 1,200 pym

Sekil 4.19 Grup 3 ovaryum dokusunda IL-1b ekspresyonu (A,B). Primer follikil;(PF), tersiyer
folliklil;(TF), korpus luteum;(KL). immunperoksidaz, Hematoksilen. Bar=500 ym,200 uym

Sekil 4.20 Grup 3 ovaryum dokusunda IL-6 ekspresyonu. Negatif eksprese olan ovaryan lifler
immunperoksidaz, Hematoksilen. Bar=200p
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Sekil 4.21 Grup 3 ovaryum dokusunda IL-6 ekspresyonu. Primer follikul;(PF), pozitif boyanan

oosit, zayIf boyanan ovaryum stromal hiicreler (ok basi). immunperoksidaz, Hematoksilen.

Sekil 4.22 Grup 3 ovaryum dokusunda TNF-a ekspresyonu. Primer follikil;(PF), teka
tabakasi;(T), korpus luteum;(KL), pozitif boyanan oosit;(asteriks), stromal hicrelerde
orta dereceli boyanma;(ok basi). immunperoksidaz, Hematoksilen. Bar=500 ym,200 ym
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Sekil 4.23 Grup 3 ovaryum dokusunda TNF-a ekspresyonu. immunperoksidaz, Hematoksilen.
Bar=200um

-3 ‘ Y ’ - - < x N e :
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Sekil 4.24 Grup 4 ovaryum dokusunda alinan kesitlerde IL-1b ekspresyonu. Tersiyer follikil;(TF),

korpus luteum;(KL). immunperoksidaz, Hematoksilen. Bar=500um, 200um
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Sekil 4.25 Grup 4 ovaryum dokusunda IL-1b ekspresyonu. Primer follikil;(PF), tersiyer
follikiil;(TF), korpus Iluteum;(KL), dokuda olusan agcilmalar;(iiggen) Immunperoksidaz,
Hematoksilen. Bar=200 p

‘x'\‘;j_,,\ T g
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Sekil 4.26 Grup 4 ovaryum dokusunda alinan kesitlerde IL-6 ekspresyonu (A,B). Kistik
follikll;(KF), korpus luteum;(KL). immunperoksidaz, Hematoksilen. Bar=500um,200 um

RSO RTON » :
Sekil 4.27 Grup 4 ovaryum dokusunda TNF-a ekspresyonu. Kistik follikdl;(TF), korpus
luteum;(KL), oosit;(asteriks). immunproksidaz, Hematokislen. Bar=500um, 100um
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Sekil 4.28 Grup 4 ovaryum dokusunda TNF-a ekspresyonu. Pozitif ekspresyon gésteren ovaryan

lifler;(okbas!), oosit;(asteriks). immunperoksidaz, Hematoksilen. Bar=200 pym

Sekil 4.29 Sadece vitamin D uygulanan grup 5 ovaryum dokusundan alinan kesitler de IL-1b
ekspresyonu (A,B). Primer follikiil;(PF), tersiyer follikiil;(TF), oosit;(asteriks). immunperoksidaz,
Hematoksilen. Bar= 500 ym, 200 ym

Sekil 4.30 Sadece vitamin D uygulanan grup 5 ovaryum dokusundan alinan kesitler de IL-6

ekspresyonu (A,B). Primer follikiil;(PF), tersiyer follikiil;(TF), oosit; (asteriks). immunperoksidaz,
Hematoksilen. Bar=500 pm, 200 ym
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Sekil 4.31 Sadece vitamin D uygulanan grup 5 ovaryum dokusundan IL-6 ekspresyonu.Teka
tabakasi;(T), oosit;(asteriks). immunperoksidaz, Hematoksilen. Bar=100um

Sekil 4.32 Sadece vitamin D uygulanan grup 5 ovaryum dokusundan alinan kesitler de TNF-a

ekspresyonu (A,B). Primer follikdl; (PF), sekonder follikil; (SF), oosit; (asteriks).

immunperoksidaz, Hematoksilen. Bar=50p
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Sekil 4.33 Daha buyik blyitmede sadece D vitamini uygulanmis ovaryum dokusunda TNF-a

ekspresyonu. immunperoksidaz, Hematoksilen. Bar=100um

Tablo 4.1 IL-1b ekspresyonu ve dagihmi

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
Oosit - - - - -
Granulosa - - = . -
hicreleri
Teka tabakasi - - - - -
Korpus luteum - - - ++ -
Kan hicreleri +4++ +++ +++ +++ ++
Ovaryum - - - - R
Stromal
hiicreleri
Ovaryum lifleri - - - _ :
Tablo 4.2 IL-6 ekspresyonu ve dagilimi
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
Oosit ++ - ++ +++ +++
Granulosa - - - - R
hucreleri
Teka tabakasi - - - - -
Korpus luteum - - ++ +++ -
Kan hicreleri +++ +++ +++ +4++ +++
Ovaryum - - + + ++
Stromasi
Ovaryum - - +++ +++ ++

stromal lifleri
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Tablo 4.3 TNF-a ekspresyonu ve dagilimi

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
Oosit - ++ ++ +++ +++
Granulosa - - - - .
hucreleri
Teka tabakasi - - - - -
Korpus luteum - - ++ ++ -
Kan hicreleri +++ +++ +++ +++ +++
Ovaryum - - + + T+
Stromasi
Ovaryum - - - +++ T+
stromal lifleri

4.3. Real Time PCR Bulgulari

Gruplar arasinda farkliliklar olmasina karsin bunlar istatiksel olarak anlamli degildi.
Kontrol grubu ile diger gruplara bakildiginda yalnizca grup 4'te IL-6 ve IL-1b
ekspresyonlarinda anlaml fark bulundu (P<0,05) (Tablo 4.4, 4.5).

Tablo 4.4. Kontrol grubu ile diger gruplarin PCR verilerinin kargilagtirmasi

Up-Down Regulation (comparing to control group)

Group 2 Group 3 Group 4 Group 5
Fold Regulation Fold Regulation Fold Regulation Fold Regulation
L6 2,1739 6,5692 6,6092 9,49
3,7144 10,842 14,5905 5,9412
IL-1 Beta
2,492 4,7161 4501 4
TNF Alfa ,4923 ,716 3,450 ,8885

Tablo 4.5 Kontrol grubu ile diger gruplarin PCR verilerinin karsilastirmasi

p-value (comparing to control group)

Group 2 Group 3 Group 4 Group 5
L6 0,772495 0,336695 0,0157209 0,210306

0,286801 0,271928 0,036026 0,153218
IL-1 Beta

0,136468 0,392904 0,076446 0,307121

TNF Alfa
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5. TARTISMA

PKOS, Ureme c¢agindaki kadinlarin %5-10’unda gdrtlen, kronik anovulasyon,
biyokimyasal ve/veya Klinik hiperandrogenizm ve polikistik overlerle karakterterize
yaygin bir endokrin bozukluktur (The Rotterdam ESHRE/ASRM, 2004). PKOS'ta
ovaryum dokusunda gelismekte olan antral ve preantral follikil sayisinda artisla birlikte
kistik follikil olarak tanimlanan antrumu genislemis, granuloza hicre katmanlarinda
azalma ve hucrelerde dejenerasyon izlenen ince teka tabakal follikiiller gozlenmektedir
(Franks S 2008). Biz bu calismada sicanlarda PKOS modeli olusturmayi, PKOS'ta
inflamasyon olusumunu ve D vitaminin PKOS'un tedavisindeki ve ayni zamanda

inflamasyondaki roliini arastirmay1 amacladik.

Hayvan modelleri, insanlarda goériilen sendromlarin, kisa surede taklit edilerek
calisiimasi ve hastaliklarin patofizyolojisinin anlasiimasi ig¢in kullanigh araglardir.
PKOS’ta hayvan modelleri sik¢ca kullaniimakta ve c¢ogunlukla sendromun reproduktif
etkilerini gézlemlemek icin yardimci olmaktadir. Sigan modelleriyle ¢calismak kisa éstrus
dongusu ve bilinebilir genetik gegmis bakimindan oldukga kullanisli olmasina ragmen
insanlarla kemirgenler arasindaki bazi farkliliklar dikkate alinmahldir. Kadinlar
monoovulatuarken kemirgenler poliovulatuardir, hipotalamus-hipofiz-over aksi benzer
olmasina karsin FSH badimli follikll se¢im sireci kadinlardan farklidir (Franks S 2015,
Maliqgueo M vd 2014). Primordiyal ve preantral follikul fazlar kiyaslanabilir ancak intra
ovaryan gelisimin dizenlenmesindeki farkhliklar gbzardi edilemez. Primordiyal follikal
havuzu ve follikiler gelisimin baslangici insanlarda fotal gelisimin geg¢ evrelerinde
olaylanirken, bu sure¢ kemirgenlerde postnatal periyodun baglarinda olaylanmaktadir
(Skinner MK vd 2005). Bu nedenle bu galisma 20 gunlik prepubertal siganlar ile
yapilmistir.

Caldwell vd (2014) farelerde vyaptiklari caligmada gestasyon sirasinda
dihidrotestosteron ve postnatal DHEA uygulamis ve 30-90 gun sonrasinda Kistik ve
atretik folliklller gozlemlemiglerdir (Caldwell AS 2014). Yine prenatal ve postnatal
yapilan 25-90 gunlik testeron propionate modelinde yalnizca kistik follikil olusumu
g6zlenmistir (Tyndall V 2012).
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Prepubertal sicanlarda yapilan ¢alismalarda kontrol grubuna kiyasla ylksek
testosteron seviyeleri, ¢ok sayida buyidk primer ve sekonder follikil gelisimi
g6zlemlenmistir (Misugi T vd 2006, Paixao L vd 2016). 90 ginin dzerinde testosteron
ve yuksek yag iceren diyet ile yapilan uzun sireli calismalarda ise antral folliklllere ek

olarak ylksek testosteron seviyesi gorulmastar.

Park ve Choi (2012) D-galaktoz-induklenmis yaslanma modelli farelerde PKOS
benzeri fenotip gézlemlemistir (Park JH 2012). Bununla birlikte, New Zeland Obese
(NZO) olarak bilinen obezite, iD ve diyabeti dogal olarak gdsteren farelerde higbir uyaran
kullanmadan yapilan ¢alismada metabolik anormalliklerle iligkili olarak PKOS’ta gértlen
cok sayida kistik ve atretik folliktil ve ylksek testosteron seviyeleri bulunmustur (Park JH
2012, Radavelli-Bagatini S 2011).

Bizim calismamizda da bitin PKOS’lu gruplarda DHEA uygulanmistir. DHEA
verilen gruplarda uygulama stiresi ile korelasyon gostererek artan kistik folliktl olusumu,

granuloza hucre tabakasinda incelme gozlemlenmigtir.

Lingjun Sun vd (2016) siganlarda DHEA ile olusturuimus PKOS modelinde
PKOS’lu grupta normal gruba gére daha fazla agirlik artisi, testosteron ve LH artisi ile
serum IL-6 seviyesinde artis gdézlemlemis, TNF-a serum seviyelerinde ise bir farklilik
bulamamigtir (Sun L vd 2016).

Son c¢alismalar PKOS’un sadece bir endokrin bozukluk olmadigini dreme
bozukluklarinin yanisira obezite, kardiyovaskuler hastaliklar, insulin direnci, endotel
disfonksiyonu, hiperinsilinemi ve metabolik sendrom gibi birgok rahatsizlikla birlikte
seyredebildigini géstermistir. Bunlarin yaninda PKOS’lu kadinlarin T2DM gelisme riski
artmigtir (Hudecova M vd 2011, Gambneri A vd 2012). Ancak PKOS ile diger metabolik
rahatsizliklarin ortaya ¢ikis mekanizmalari arasindaki iliski henliz tam olarak acikliga

kavusturulmus degildir.

Dusuk dereceli inflamasyon metabolik bozukluklarin gelismesine ve ovaryum
disfonksiyonuna sebep olabilir (Gonza’'lez F 2006). Dusuk dereceli inflamasyon, IL-6 ve
TNF-a'yi da igeren inflamasyon belirteglerinin dolagimda ve adipoz dokuda artmasiyla
karakterize edilmistir (Repaci A 2011). Adipositokinlerden olan bu klasik molekllerin
karbonhidrat ve lipit mekanizmasinda birgok islevi oldugu dusunuldigunde PKOS’un
patogenezine etki edebilecedi sdylenebilir. Sendromun tam olarak etyopatofizyolojisi
aclk olmamasina ragmen hastaligin fenotipini etkileyen genetik, beslenme aliskanhgi
gibi faktorler hastaligin prevalansini arttirmaktadir. Ozellikle visseral obezitenin PKOS
hastalari arasinda sikhgi %33 ile %88 arasinda degismektedir (Deligeoroglou E vd 2012)

Androjenlerin, 6zellikle abdominal bolgede preadipozitlerin adipozitlere farklilagsmasini
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dizenledigi dusunuldaginde visseral tipte yaglanmaya sebep olabilecegi séylenebilir.
Bu konuda yapilan calismalar, hiperandrojenizm, obezite, ID ve PKOS arasindaki
patofizyolojik mekanizmayi anlayarak diabetes mellitus ve kardiyovaskuler hastaliklarin
gelisimindeki risk faktorlerini nlemeyi amaglamaktadir. PKOS’ta gézlemlenen hormonal
degisimler, obezite, glikoz intoleransi ve diger metabolik sorunlar arasindaki baglantinin

kronik dusuk dereceli inflamasyon olabilecegi sdylenmektedir.

Adipoz doku hipoksiye ugradiginda cekirdege go6¢ eden hicre ici NF-kB
aktivitesini uyarir. NF-kB, bagisiklik tepkisinin diizenlenmesinde, TNF-a, IL-6, IL-1b gibi
inflamasyon surecinde yer alan faktorlerin Uretimini ve serbest kalmasini indikleyen,
onemli bir rol oynayan transkripsiyon faktoéridir (Deligeoroglou E vd 2012). Bu durum,
adipoz dokuya, inflamasyon durumunu muhafaza eden, adipoz hicre fonksiyonunu
bozan ve sonucunda hiicresel nekroza neden olan, inflamasyonu kétilestiren ve kisir bir
dongu kurulmasina yol acan makrofajlarin alinmasi ile sonuglanir. Kronik inflamasyon
sureci glikoz metabolizmasi Uzerinde olumsuz bir etkiye sahiptir ve insulin direnci
gelismesine yol acgar. Bu surecin kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon, dislipidemi
ve endotel disfonksiyonu gibi komplike rahatsizliklara yol agabilecegi konusunda cesitli

bulgular olmasina ragmen calismalarda ortaya ¢ikan sonuglar ¢eliskilidir.

in vitro calismalar TNF-a'nin sican teka hiicrelerinin proliferasyonunu ve
steroidogenezisini uyaran dreme aksini etkileyebilecegini géstermistir (Deligeoroglou E
vd 2012). Bunun yaninda TNF-a sigan ovaryumu teka hiicrelerinde apoptotik bir etkiye
sahip olabilir. Obezitede veya bozulmus glikoz toleransh hastalarda ylksek
konsantrasyonlarin bulunmasi nedeniyle, bu faktérin insilin metabolizmasina karistigi
varsayllmistir. Vaka ¢alismalarindan elde edilen sonuglar, TNF-a seviyelerinin PKOS ile

iliskili olup olmadigini géstermek agisindan tartismalidir.

TNF-a ve adiponektinin iD ile iliskisini gdsteren calismalar mevcuttur (Gonzalez
F vd 2006). PKOS hastalarinda TNF-a serum dizeylerinde ve adipoz dokudan
saliniminda artig gorulurken, adiponektin dizeylerinde azalma gérulmastar (Glintborg D
vd 2006, Gonzalez F vd 1999, Sayin L vd 2003). Fakat TNF-a'nin insilin direnci
yolaklarini aktive ettigi ve bazi insulin reseptor ile iligkili genlerin ekspresyonlarini
degistirerek, insulin duyarhhdini etkileyebildigi gérulmustir (Stephens JM vd 1997). TNF-
a reseptdr yoklugunda obezitesi olan farelerde insulin duyarlihidinin arttigi gosterildigi
gibi (Pittas AG vd 2004), insanlarda yapilan caligmalarda da kilo kaybiyla TNF-a
dizeyleri arasinda pozitif korelasyon saptanmis ve adipoz dokudan TNF-a salinimi ile
VKi ve hiperinsiilineminin iliskili oldugu bulunmustur (Pittas AG vd 2004, Kern PA vd
1995). Literatiirde yilksek hasta sayisiyla yapilan ve TNF-a ile VKi ve HOMA indeks

arasinda anlaml bir korelasyon bulan bir ¢alisma mevcuttur (Samy N vd 2009)
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Bizim galismamizda immunohistokimya sonuglarina bakildiginda IL-1b ve TNF
alfa kontrol grubunda (Grup 1) oositlerde, granulosa hicrelerinde ve teka tabakasinda
negatif bulunmustur. IL-6 ise kontrol grubu ovaryum dokusunda oositlerde kuvvetli pozitif
reaksiyon gostermigtir. PKOS olugturulan ancak D vitamini uygulanmayan grup 2 ile
kontrol grubu (grup 1) karsilastirildiinda IL-1b ekspresyonun benzer oldugu ancak
kontrol grubunda pozitif olan 1L-6 ekspresyonunun grup 2’de negatif oldugu, kontrol

grubunda negatif olan TNF alfa ekspresyonun ise pozitif oldugu saptanmistir.

PKOS olusturulan ve D vitamini uygulanan grup 3 ve grup 4’te IL-6 ve TNF alfa
oositlerde, korpus luteumda ve ovaryum stromasinda pozitif immunreaksiyon vermistir.
Grup 4’teki boyanma grup 3 ile karsilastirildiginda daha siddetlidir. Bu gruplarda IL-1b
ekspresyonu kontrol ve grup 2 ile benzer bulunmustur. Sadece grup 4 ovaryum

dokusunda korpus luteum IL-1 icin pozitif reaksiyon gostermistir.

PKOS olusturulan ve D vitamini uygulanan grup 3 ve grup 4’te IL-6 ve TNF alfa
oositlerde, korpus luteumda ve ovaryum stromasinda pozitif immunreaksiyon vermistir.
Grup 4’teki boyanma grup 3 ile karsilastirildiginda daha siddetlidir. Bu gruplarda IL-1b
ekspresyonu kontrol ve grup 2 ile benzer bulunmustur. Sadece grup 4 ovaryum

dokusunda korpus luteum IL-1 icin pozitif reaksiyon gdstermistir.

PKOS’lu hastalarda yapilan bazi klinik galismalarda inflamasyon belirteclerinden
olan TNF-a, IL-6 ve IL-1b serum dizeylerinde artis saptanmistir. Ancak bazi klinik
¢alismalar da PKOS’lu hastalarda normal gruba goére inflamasyon belirteclerinde artis
olmadigini ortaya koymustur. VKi bagimli yapilan klinik bir galismada VKi’si yiiksek olan
PKOS’lu hastalarda santral obezite ile birlikte inflamasyon belirtecglerinde artis
olabilecegi savunulmustur. Diger bir galismada ise TNF-a ekspresyonunun kilo kaybi ile
azaldigi belirtilmistir (Pittas AG vd 2004).

interlékinler makrofajlarin alimini, vaskuler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu
ve bunlarin tunika medyadan tunika intima'ya gegisini tesvik eden cesitli fizyolojik ve
patofizyolojik sireglerde yer alan sitokinlerdir (Deligeoroglou E vd 2012). Ateroskleroz,
koroner kalp hastaligi ve insiline bagimli olmayan diabetes mellitus gelisiminde 6nemli
rol oynadiklari dustiniimektedir. interlékinlerin serum seviyelerini PKOS fenotipi ile
iliskilendirmeye galisan bir¢cok ¢calisma vardir ve gogunda karacigerde CRP Uretiminin bir
baslaticisi olan IL-6'nin 6nemi Uzerinde durulmaktadir. Bazi calismalar IL-6 seviyeleri ile
PKOS arasinda anlamli bir iliski oldugunu gdsterirken(Escobar-Morreale HF vd 2003-
2011), bazilari anlamli olmadigini savunmustur (Vgontzas AN vd 2006, Toulis KA vd

2011,). IL-1 ve TNF-a gibi IL-6 da immunoinflamatuar cevabin dizenlenmesinde ve
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savunmada 6nemlidir. Hepatositlerde akut faz cevabin artmasinda rol oynar. Bu etkisini
CRP, haptoglobin, fibrinojen ve proteaz inhibitorleri gibi akut faz proteinlerinin Gretimini

arttirarak gerceklestirmektedir (Renyong Guo vd 2015).

IL-6 bizim sonuglarimizda D vitamini verilen kisa dénem PKOS grubunda (grup
3) oositte ve korpus luteumda orta derecede immuinreaksiyon vermistir. Yalnizca D
vitamini alan grupta oositte ¢ok zayif boyanma varken 20 gun sonrasinda D vitamini
verilen orta déonem PKOS grubunda (grup 4) oositte ve korpus luteumda ylksek
derecede ve diger gruplardan farkl olarak ovaryum stromasinda orta derecede boyanma
go6stermistir. Grup 4’Un daha uzun sire DHEA'ya maruz kalmasinin ve D vitamini
tedavisini 20 giin sonra almaya baslamasinin IL-6'nin ovaryum dokusundan salinimini
arttirdigi séylenebilir. Bu baglamda D vitamini takviyesine PKOS belirtileri ve maruziyeti
artmadan ne kadar 6nce baslanirsa yararlanma dizeyinin de artabilecegi dusutnulebilir
Ancak IL-6, IL-1b ve TNF-a belirteclerine bakilarak direkt olarak D vitamininin PKOS’ta

ovaryum inflamasyonu ile anlamli bir iliskisi oldugu sonucuna varmak gugtur.

IL-1b hicre proliferasyonunu, farkhlasmasini ve apoptozu iceren inflamatuar
cevabin dnemli aracilarindandir. IL-1a geninin promotérinde -889 C / T polimorfizm
Uzerine iki galisma yayinlanmis olup bunlardan sadece biri PKOS ile birliktelik
go6stermektedir (Wang B vd 2009, Kolbus A vd 2007). Bununla beraber, bu ¢alismalarin
Kafkas ve Cin irkli kadinlarda gergeklestirildigine dikkat edilmelidir. Benzer sekilde, IL-
1b geninin polimorfizmleri igin farkli popuUlasyonlardan gelen tartismali sonuglar
mevcuttur. IL-1 ailesinin, genig bir inflamasyon reaksiyonu olarak varsayilan siklik
ovulasyon slrecinde anahtar diizenleyici roliinde olabilecegi disinilmektedir. IL-1b’nin
granuloza ve teka hucrelerinin, protein sentezi gibi hucresel aktivitelerinin, plazminojen
aktivatorl, prostaglandinlerin regulasyonunda rol oynadidi gosterilmigtir (Martoriati A ve
Gérard N 2003) Tuim bunlar dikkate alindiginda IL-1b’nin ovulasyon ve oosit
maturasyonuna oOncillik eden kaskada dahil bir faktor olabilecedi disunilmektedir
(Martoriati A ve Gérard N 2003).

GCalismamizda elde ettigimiz immunohistokimya verilerine bakildiginda IL-1b
butun gruplarda kan htcrelerinde kuvvetli derecede boyanma verirken, grup 4’te korpus
luteumda da orta derecede boyanma reaksiyonu vermigstir. Grup 4’Gn IL-1b, TNF-a ve
IL-6 immunreaksiyonlarinin benzer olmasi, deneysel PKOS c¢alismalarinda DHEA
maruziyeti arttikca ve D vitamini takviyesi geciktikge inflamasyon belirteglerinin ovaryum
dokusunda saliniminin arttigini  ve hastaligin semptomlarinin  siddetlendigini

dusundurmektedir. Grup 1, 2'de ve 3’te IL-1 ekspresyonlarinda farklilik izlenmemistir.
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D vitamini kadin tGreme sisteminde 6nemli bir role sahiptir bu nedenle PKOS’a
alternatif tedavi ya da destekleyici tedavi olarak dusundlmastar. VDR, ovaryum
dokusunda, endometriumda, fallop tlrlerinin epitel hicrelerinde, desidua ve plasentada
eksprese edilir. D vitamini eksikligi bircok metabolik rahatsizlikla iligkilendiriimektedir. D
vitamini eksikligi durumunda inflamasyonun arttigi ¢esitli ¢alismalarda gdsterilmigtir
(Ozfirat Z ve Chowdhury TA 2010, Tamez H ve Thadhani Rl 2012). Buna kargin D
vitamini eksikliginin inflamatuvar hastaliklarin etiyolojisine katkisi olup olmadigi veya D
vitamini eksikliginin bu hastaliklarin bir belirtisi olup olmadi§i sorusu hala gecerliligini
korumaktadir (Yin K, Agrawal DK 2014). Bir baska énemli soru da hastalara D vitamini
verilen slrenin yetersiz kalmasi ya da D vitamini eksikligi ile birlikte seyreden
rahatsizliklarda, D vitamininin etkisinin hastaligi 6nleyici mi yoksa tedavi edici mi

oldugudur.

Calismalar D vitamini eksikliginin PKOS belirtilerini siddetlendirebilecegini
bildirmektedir. Dusuk 25(OH)D duzeylerinin insulin direnci, ovilasyon ve menstrual
duzensizlikler, dusuk gebelik basarisi, hirsutizm, hiperandrojenizm, obezite ve artmig
kardiyovaskuler hastalik risk faktorleri ile iliskili oldugu disindimektedir ancak bu konuda
yapilmis yeterli kapsamda deneysel ¢alisma mevcut degildir. Mevcut veriler PKOS
hastalarinda ve normal kadinlarda D vitamini seviyesinin benzer oldugunu
go6stermektedir (Panidis D vd 2005, Li HWR vd 2011). Bununla birlikte PKOS’lu
kadinlarda D vitaminin distk oldugu (Wehr E vd 2011, Lerchbaum E vd 2012) ve yiuksek
oldugu (Mahmoudi T vd 2010) da rapor edilmistir. Birgok ¢alisma 25(OH)D seviyelerinin
PKOS’lu kadinlarda dusuk oldugunu, ortalama degerleri 11-31 ng/ml (Yildizhan R vd
2009, Li HWR vd 2011, Wehr E vd 2011, Mahmoudi T vd 2010, Muscogiuri G vd 2012)
arasinda, ¢ogunlugu (%67-85) ise <20 ng/ml (Hanhn S vd 2006, Wehr E vd 2009, Li
HWR vd 2011, Thys-Jacobs S vd 1999) olmak Uzere belirtmigtir. Ancak D vitamini
eksikligi, dunya uzerindeki genel populasyona bakildiginda da %10-60 oraninda
20ng/ml siniriin altindadir (Prentice A 2008, Lips P 2010)

Mahmudi T vd (2010) yas (30) ve BMi (27 kg/m2) bakimindan ayni PKOS'lu
(n=85) ve normal kadinlar (n=115) karsilastirmis ve PKOS'lu kadinlarda D vitamini
seviyesini (29,3ng/ml) normal kadinlardaki seviyeden (19,4 ng/ml) daha yuksek

bulmustur.

Li HWR vd (2011) PKOS'lu grubun normal gruptan dusuk D vitamini seviyesine
(kontrol grubunda 17 ng / ml'ye kiyasla PKOS grubunda 11 ng / ml) sahip olmasina
ragmen, bu farkhhidin istatiksel olarak anlamli olmadigini bildirmistir. Bununla birlikte,
ovulasyon kontrol grubu (n = 27), PKOS grubuna (n = 25, 28 yas ve VKi= 31 kg / m2)
kiyasla daha yash (35 yas) ve VKIi (24 kg / m2) daha disiktiir. Bu ¢alismayla birlikte
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PKOS'lu ve normal grubu ayiran farkliligin VKI oldugu ve D vitaminiyle iligkili olabilecegi

uzerinde durulmahdir.

PKOS'lu kadinlarda VKi ile serum 25(OH)D dizeyleri arasinda ters orant
bildirilen birgok ¢alisma vardir (Panidis D vd 2005, Wehr E vd 2009, Li HWR vd 2011,
Muscogiuri G vd 2012). PKOS'lu obez kadinlarda obez olmayanlara kiyasla % 27-56
daha dusuk D vitamini seviyeleri bildirilmigtir. PKOS'lu kadinlarda yuksek D vitamini
eksikliginin gorilme sikliginin obezite ile iligkili olmasi mimkuindir ¢inkd D vitamini
yagda c¢ozlinebilir ve obezitede daha ylksek bir oranda yad dokusunda tutulur ve

biyoyararlanimi azaltilr.

PKOS patogenezi, VDR’nin (Taqgl, Bsml, Fokl, Apal ve Cdx2 polimorfizmleri) LH,
SHBG, testosteron, ID, ve serum insilin seviyelerine etkisiyle de iligkili olabilir
(Mahmoudi T 2009, Wehr E vd 2011). D vitamini eksikligi, serum kalsiyum ve vitamin D
seviyeleri ile dizenlenen PTH Uretimini arttirir ve artmis PTH bagimsiz olarak PKOS,
anovulatuar infertilite ve artmis testosteron ile iliskilidir D vitamini eksikligi ve diyete bagh
kalsiyum yetersizligi PKOS’la ilskili menstrual bozukluklarin sebebi olabilir. PKOS’lu
kadinlarda disuk kalsiyum aliminin yiksek serum testosteron seviyeleriyle iligkili
oldugunun bulunmasi (Panidis D vd 2005), PKOS’ta goértlen hormonal dizensizlige

dusuk kalsiyum aliminin katkida bulundugunu disindirmektedir.

VDR ovaryumda 06strojen uretiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. D vitamini,
aromataz geninin ekspresyonunun direkt regllasyonu ve ekstraselller kalsiyum
homeostazisinin muhafaza edilmesi yoluyla dstrojen biyosentezini dizenler (Kinuta K vd
2000). D vitamini eksik farelerde fertilite dugsmustur (Halloran BP ve Deluca HF 1980) ve
VDR-eksik farelerde ovaryumda azalan aromataz aktivite ve bozulmus follikilogenez
ortaya ¢ikmistir (Kinuta K vd 2000, Yoshizawa T vd 1997). Ovaryum dokusunda 1,25-
dihidroksivitamin D3 uyarimi, dstrojen ve progesteron uretimi ve testosteron udretimindeki
etkisizlik, aromataz aktivitesinin vitamin D ile glUg¢lendiriimesi ile agiklanabilir. Aromataz
gen ifadesi PKOS follikiillerinde kontrollere kiyasla azalmistir ve muhtemelen PKOS
folliktllerinin hiperluteinize mikro ortamindan dolayi preovulatuar follikillerle progesteron

ve ostradioltin follikil Gretimini azaltmistir (Sander VA vd 2011).

D vitamini eksikligi iligkili kalsiyum disregllasyonu, PKOS’lu kadinlarda menstrual
dizensizlik ve infertilite ile sonuglanabilen follikuler tutulmada(atiimama) rol oynar (Thys-
Jacobs vd 1999). 25(OH)D eksikligi olan PKOS’lu kadinlarda klomifen sitrat tedavisinin
etkisini inceleyen bir galismada (Ott J vd 2012), 25(OH)D eksikliginin VKIi ve yaghliktan

bagimsiz olarak klomifen sitrat tedavisi sonrasinda follikil gelisimi ve gebelik oranlarinin
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daha disuk olmasiyla iligkili oldugu bulunmustur. Ancak bunun yaninda, PKOS yerine

kalsiyum metabolizmasi ile Ureme fonksiyonlari arasinda bir iligki olmasi da mimkuindur.

Thys-Jacobs vd.(1999) PKOS'lu D vitamini eksikligi olan (ortalama 25(OH)D
degeri 11.2 ng / ml olan) kadinlara, 25(OH)D duzeylerini 2-3 aylik bir terapiyle normal
aralikta (30-40 ng / ml) arttiracak kalsiyum ile D vitamini takviyesi yapmislardir. Menstrual
disfonksiyonu olan dokuz kadindan vyedisinde, iki ay icinde normallestiriimis
menstruasyon donguleri meydana gelmistir, iki kadin hamile kalmis ve diger doérdu
normal adet donglsunu surdirmustir. Bu sonug, PKOS’lu ve D vitamini seviyesi distk
olan kadinlarda sikluslari normale dondirmek i¢in D vitamini ve kalsiyumun destek tedavi

olabilmesi yoninden potansiyelini gostermistir.

Bizim calismamizda da D vitamininin, PKOS tam olarak olusmadan takviye
olarak verildigi grupta (grup 3) D vitamini takviyesi veriimeyen PKOS’lu gruba (grup 2)
gore Kkistik follikil sayisinda azalma oldugu, olgunlasmakta olan ve olgun follikil
sayisinda artis oldugu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde bulunmustur. Sadece D
vitamini verilen normal grupta (grup 5) da antral follikil sayisini yine anlamh olarak
yuksek bulduk. Yapilan dnceki c¢alismalarla paralellik gdsteren sonuglara gére D
vitamininin menstrual dongu Uzerine olumlu etkileri oldugunu ve poliovulatuar olan
siganlarda antral follikllu arttinrken, kadinlarda PKOS’ta bozulan follikilogenezin
dizenlenmesinde ve menstrual donginin duzenlenmesinde olumlu etkisi oldugu

sdylenebilir.

M Razavi vd (2016), D vitamini eksikligi olan 60 PKOS’lu hastaya 8 hafta boyunca
D vitamini- kalsiyum-K vitamini takviyesi vererek endokrin, inflamasyon ve oksidatif stres
belirteclerini inceledikleri ¢alismada inflamasyon belirtegleri ile D vitamini takviyesi

arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon gérilmemistir.

He C vd. (2015) metaanalizi igeren galisma yapmis ve PKOS’lu kadinlarin serum
25(0OH)D konsantrasyonlarinin kontrol grubuna gére anlamli olarak dusuk oldugunu
bulmuslardir. Ayrica bu hastalarda serum 25(OH)D seviyeleri ile aglik glikozu, aglik
insulini, trigliseritler, FAI, CRP ve DHEAS arasinda negatif iligkili bulunmustur. Fakat
PKOS'lu kadinlarda D vitamini takviyesinin olasi yararl etkisini analiz ederken cikan
sonuglar beklendigi gibi olmamistir. Aslinda, plaseboya kiyasla, D vitamini takviyel
hastalar, diger metabolik parametrelerde 6nemli farkhliklar olmaksizin sadece aglik
insulin duzeylerinde bir iyilesme gostermigtir (He C vd 2015). D vitamini takviyesi sonrasi
ve On mudahale arasindaki karsilagtirmada, PKOS'lu hastalarda trigliserit dizeyleri
onemli dlgide azalmig ve vitamin D tedavisinden sonra serum 25 (OH) D duzeyleri

anlamli olarak artmistir.
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Calismalarda ortaya ¢ikan bulgular iD’nin PKOS patogenezinde énemli bir yere
sahip oldugunu ve hem metabolik hem de Ureme bozukluklarina katkida bulundugunu
goOstermektedir. PKOS'dan etkilenen kadinlarda metabolik bozukluklarin, ézellikle de
ID'nin mekanizmasini agikliga kavusturmak igin birgok calisma yapilmistir. iD, obezite
nedeniyle olabilir. Bununla birlikte, PKOS'dan etkilenen ¢ok sayida zayif kadin,
obeziteden bagimsiz olarak iD'ye sahiptir (Krul-Poel YHM vd 2013). Son zamanlarda, D
vitamini eksikliginin ID ve PKOS arasindaki muhtemel eksik baglanti olabilecegi
sdylenmektedir. Aktif vitamin D-vitamin D reseptor (VDR) kompleksinin, glikoz ve lipid
metabolizmasi ile kan basincinin diizenlenmesi icin 6nemli genler de dahil olmak tzere
300'den fazla geni dizenledigi bulgusu géz 6nidnde bulunduruldugunda bu hipotez
desteklenmektedir (Bouillon R vd 2008). Fakat yine de PKOS patogenezinde, ID ve D
vitamininin nedensel olarak birbiriyle iliskili olup olmadigi veya PKOS’lu kadinlarda iki

farkh bagimsiz 6zellik olusturup olusturmadigi hala belirsizdir.

Sadhir M vd (2015) PKOS'lu ergenlik ¢caglarindaki hastalara odaklanarak serum
25 (OH) D diizeylerini kontrollerle karsilastirmislardir. iki grup arasinda ortalama 25 (OH)

D duzeyinde istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir.

Diger calismalarda, PKOS'da D vitamini metabolizmasina katilan gen
varyantlarinin varligi degerlendiriimis ve VDR polimorfizmleri ile PKOS’'un gelisimi ve
insulin direnci arasinda iligki oldugu distnulmuasttr (Wehr E vd 2011, Mahmoudi T 2009)
ve VDR'deki varyantlarin, testosteron, esey hormon baglayan globulin ve liteinizan
hormon Uzerindeki etkileri yoluyla sendromun patogenezinde yer alabilme ihtimali
acgiklamasi getirilmistir (Grundmann M vd 2011). Sonug olarak, ¢esitli calismalar disuk
D vitamini seviyeleri ile PKOS'lu kadinlarda, metabolik bozukluklar ve artmig ID arasinda
bir iliski oldugunu belirtse de, hastalik ile yetersiz D vitamini seviyesi arasinda nedensel
bir bag oldugunu gosteren kesin kanitlar hala eksiktir ve bu konuda yapilan pek c¢ok
gOzlemsel calismanin sonuglari, obezitenin ve PKOS’la birlikte seyreden diger

rahatsizliklarin karisik etkisiyle carpitilabilir.

irani M vd (2014), D vitamini ve PKOS arasinda alternatif bir baglanti dnermistir.
D vitaminin anti-Mdller hormonunun (AMH) Uretiminde ve follikil uyarici hormonun
hassasiyetinde etkili olabilecegini duginmektelerdir. PKOS'lu kadinlarda, AMH duzeyleri
genellikle artmaktadir. Vitamin D takviyesi serum AMH duzeylerini dnemli olgude
azaltmistir ve pro-inflamatuar ileri glikasyon son Urun reseptériniun (sRAGE) serum
dizeylerini arttirmistir. Bu gelismeler, PKOS'lu hastalardaki follikiilogenezi gelistirebilen
anti-inflamatuar bir etkiyi desteklemektedir (irani M vd 2014, Dabrowski FA vd 2015).
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Bizim g¢alismamizda yer alan ve onceki bazi c¢aligmalarda inflamasyon
durumlarinda serum diizeylerinde artis oldugu savunulan belirte¢lerden TNF-a, IL-1b ve
IL-6 genel olarak D vitamini verilen kisa dénem (20 gun) ve orta donem(40 gin)
gruplarda, Ozellikle korpus luteumda immunohistokimyasal reaksiyon gdstermistir. Biz
serumdaki seviyelerini bakmadik. Sadece dokulardaki artisi immunohistokimyasal olarak
belirledik. Kisa donem grup 3 ile orta donem grup 4 ve yalnizca vitamin D uyguladigimiz
grup 5’teki ekspresyonun grup 2 ve grup 1’de goérilmemesi bu sitokinlerin ovulasyon ve

follikulogenez sureclerinde olagan bir sekilde ovaryumdan salindigi icin olabilir.

D vitaminin polikistik over sendromuna etkisini arastirdigimiz calismamizda
immunohistokimyasal bulgularimiz D vitaminin inflamasyon artisina ¢ok etkisi olmadigi
yonundedir. Bununla birlikte follikil sayisinda gruplar arasinda istatistiksel farkliliklar
oldugunu saptadik. Deneysel olarak PKOS olusturmak tzere verdigimiz DHEA ile
vitamin D’yi ayni gun basladigimiz grup 3 ile DHEA uygulamasindan 20 gin sonra yani
PKOS olusturduktan sonra D vitamini verilen grup4 arasinda kistik follikll sayimlarini
karsilastirdigimizda kistik follkillerin grup 3 de grup 4’e karsin daha azalmis oldugu
(p=0,020) bulunmustur. Ayrica primordial, primer, sekonder ve tersiyer follkillerin de
grup 3’te grup 4’e karsin daha fazla oldugu bulunmustur. Bu sonuglar bize vitamin D’nin
PKOS ta koruyucu olmakla birlikte PKOS olustuktan sonra geri déndirmede ¢ok etkin
olmadigini gostermistir. Sadece D vitamini verilen normal grupta (grup 5) kistik follikil ve
korpus luteum harig tim folliktller grup 2, grup 3 ve grup 4’teki folliklillere nazaran daha

yuksektir. Grup 5’te kistik follkil yapisi izZienmemistir.

D vitaminin follikil gelisimine etkisini grup 1 ile karsilastirarak inceledik.
Primordiyal follikil grup1’de fazla olmasina karsin istatistiksel olarak bu anlamli degildi
(p= 0,286). Primer follikil grup 1’de grup 5’e gbre daha fazla idi. Sekonder ve tersiyer
folliktller ise grup 5’te daha fazla idi. Sekonder ve tersiyer follikillerin grup 3’te de grup
1’e kargin daha yuksek bulunmasi D vitaminin follilkil gelisiminde ve daha ¢ok folliklin
ovulasyona ulagsmasinda etkili olabilecegini digsindurmektedir. Bu etkisini granulosa
hicrelerinde ya da oositte apoptozisi ya da atreziyi 6nleyerek yapiyor olabilecegini

dusundUrmektedir..



61

6. SONUG

D vitamininin inflamasyonu ve serum CRP duzeylerini dugurdugu bilinse de ayni
zamanda ovaryumda folliktl gelisimi, oosit gelisimi ve atilmasi, menstrual déngunun
dizenlenmesi gibi slrecglerde rolleri oldugu dusundldiginde D vitamini verilen
gruplardaki sitokin artisinin bozulan bu stregleri diizenlemeye yénelik bir yanit oldugu
da dusunulebilir. Ancak kisa dénemde D vitamininin kistik follikil sayisini istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azaltarak bir fayda sagladigi fakat inflamasyon belirtecglerinde
anlamh bir fark yaratan azaltici etkisi olmadigi sonucuna ulastik. Daha uzun dénem
yapilacak ¢alismalarla bu yanit durumunun dokuda ve gen dizeyinde ne kadar strdugu
ve D vitamininin PKOS’'un metabolik etkilerini ne zaman tam olarak azaltmaya basladigi

incelenebilir.
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Ozet

Polikistik over sendromu (PKOS) Ureme ¢agindaki kadinlarda yaygin bir endokrin
bozukluktur. Bu c¢alismada siganlarda dihidroepiandesteron (DHEA) ile deneysel
PKOS olusturularak, vitamin D ‘nin ovaryum dokusunda proinflamatuar sitokinlerden
IL-1b, IL-6 ve TNF-a Uzerine kisa ve orta donemde etkisine bakilmistir. D vitamininin
kisa dénemde ovaryumda IL-1, IL-6 ve TNF-a belirteclerine anlamli bir etkisi olmadigi
fakat kistik folikll sayisini azalttigi géridimustir. Bunun yaninda DHEA’ya daha uzun

stire maruz kalan grupta IL-6,IL-1b ve TNF-a ekpresyonlarinda artis gériimustar.
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