ADIVD ueyr) “aq

610¢

1ZAL VIOLMOd I'TVA WI'TISVNYV IfOTOATIIINT AA ITOTOLSIH

) 619
TC. . . & te 14y m’;\“
BURSA ULUDAG UNIVERSITESI 2 o ?:. )
SAGLIK BILIMLERI < g o
ENSTITUSU 2
HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJi
ANABILIM DALI

SICAN IN VIiVO DUSUK OVER REZERVI MODELINDE
ANDROJEN TEDAVISININ OVARYAN FOLIiKULLERIN
GELISIMINE ETKISi

Dr. Cihan CAKIR

(DOKTORA TEZI)

BURSA-2019




oAG Uy,

(2
<

0\' Q e.p
TC. L Y A X
BURSA ULUDAG UNIVERSITESI 3 IN©O Y
SAGLIK BILIMLERi ENSTITUSU ‘Z -
HiSTOLOJIi VE EMBRiIYOLOJi ¢ ;2 o

ANABILIM DALI

SICAN IN VIiVO DUSUK OVER REZERVI MODELINDE
ANDROJEN TEDAVISININ OVARYAN FOLIKULLERIN
GELISIMINE ETKISi

Dr. Cihan CAKIR

(DOKTORA TEZI)

DANISMAN:
Dog. Dr. Berrin AVCI

BURSA-2019




T.C.
BURSA ULUDAG mi\’ERsi'i‘psi
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

ETiK BEYANI

Doktora tezi olarak sundugum “Sigan In Vivo Disiik Over Rezervi
Modelinde Androjen Tedavisinin Ovaryan Folikiillerin Gelisimine Etkisi® adh
¢alismanin, proje safthasindan sonuglanmasina kadar gegen biitiin siire¢lerde bilimsel
etik kurallarina uygun bir sekilde hazirlandigini ve yararlandigim eserlerin kaynaklar

béliimiinde gosterilenlerden olustugunu belirtir ve beyan ederim.

Dr. Cihan CAKIR
23.10.2019

/C')-/.

>

i8]
(5

A

|




SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU’NE

Tip- Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Doktora 6grencisi Dr. Cihan
CAKIR tarafindan hazirlanan “Sican In Vivo Diisiik Over Rezervi Modelinde
Androjen Tedavisinin Ovaryan Folikiillerin Gelisimine Etkisi” konulu Doktora tezi

25/11/2019 giinii, 11,00-12,00 saatleri arasinda yapilan tez savunma sinavinda jiiri

tarafindan oy birligi/ey-g¢oklugu ile kabul edilmigtir.

Adi-Sovadi

Tez Danismani Doc. Dr. Berrin AVCI

Uye Prof. Dr. Zehra MINBAY ! ,’ﬁ" /FLJ"

Uye Prof. Dr. Tiilin ALKAN oo A—-
=

. 7/

Uye Prof. Dr. Meltem KURUS /[/5 ("/;’f )

Uye Dr. Ogr. Uyesi Fatma e Sl

Bahar SUNAY 7/ .
Bu tez Enstitii Yonetim Kurulu'nun ....LJ .. LS. Rt bosicusnrnonenaaias tarth ve
IO s 5 | o S0 A0 W T sayili toplantisinda alinan ........... Of.......... numarali

karari ile kabul edilmistir.

Prof. Dr. Giilsah CECENER
Enstitii Mudiirt

II1




TEZ KONTROL ve BEYAN FORMU
23/10/2019

Adi Soyadr: Dr. Cihan CAKIR
Anabilim Dal: Tip- Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Tez Konusu: Sigan In Vivo Diisiik Over Rezervi Modelinde Androjen Tedavisinin

Ovaryan Folikiillerin Gelisimine Etkisi

OZELLIKLER UYGUNDUR UYGUN DEGILDIR ACIKLAMA
d

Tezin Boyutlar

Dis Kapak Sayfasi
I¢ Kapak Sayfasi
Kabul Onay Sayfasi
Sayfa Diizeni
I¢indekiler Sayfas:
Yazi Karakteri
Satir Araliklar
Baslhiklar

Sayfa Numaralari
Eklerin Yerlestirilmesi

Tablolarin Yerlestirilmesi

HE B E E E NN EEEEBRN
o000 o00O0000O

Kaynaklar

DANISMAN ONAYI

Unvani Adx S yadi: Dog. Dr. Berrin AVCI

imza: f -"/
~ I
Sl

A

IXxZ.



ICINDEKILER

Di1s Kapak

¢ Kapak

ETIK BEYANL.cucuiiiunincincassinscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 11
KCABUL ONAY L.ttt ettt et sttt b e n e sen e 11
TEZ KONTROL ve BEYAN FORMU ......oooiiiiiiieee e v
TCINDEKILER ...ttt sttt \Y;
TURKCE OZET ..ottt sttt VI
Lo GIRIS .ottt 1
2. GENEL BILGILER ........c.ooootiiiiiiiiis s 3
2.1 OVANYUM L.ttt b ettt b e ne e s 3
2.1.1. Ovaryumun ANATOMISE ...cueiuriiiiieieeie e ste et e sreesre e sreenreenes 3
2.1.2. Ovaryum EmDBIIYOIOJISI .......coiiiiiiiieciieiers e 4
2.1.3. Ovaryumun HiStOIOJISI .......ccocvuiiiiiiiiciie e 5
2.1.3.1. Primordiyal FOUKUIIer ...............ccooiiiiiiii e 6
2.1.3.2. Biyiimekte Olan Folikiiller.....................cccoooiiinnii, 6
2.1.3.2.1. Primer FOlIKUIIer...............ccoooiiiiii e 6
2.1.3.2.1.1. Unilaminar primer folikilller ...................cccccooiiiiiiii, 7
2.1.3.2.1.2. Multilaminar Primer Folikiiller: ...................c.cccoooiiiiiniii e, 7
2.1.3.2.2. Sekonder (Antral) FoliKilller.................cccccooviinii e, 8
2.1.3.2.3. Matiir (Graaf) folikiiller.................cccoiiiiii e 8
2.1.3.2.4. Atretik FoliKUller: ...............cccoiiiiiii e 9
2.2. Sicanlarda Disi Ureme Sistemi...............c..c.ccovveveveveiiiineeeeceeeee s 10
2.2.1. Siganlarda Ovaryum Anatomisi .............coccovviiiiiiiiiiii s 10
2.2.2. Sigcanlarda Ovaryum Embriyolojisi.................cccooeiiiiiiiiic, 11
2.2.3. Sicanlarda Folikiiler Gelisim ..................ccccco i 11
2.2.4, OStrus STKIUSU .........co.ovivieieisieeieeceeee e s ettt ne st enees 13
2.3. OVANYUM REZEIVI c.ooviiiieie ettt st saeenresnneareas 15
2.4. Infertilite ve Diisiik OVer ReZerVi...............ccccoovvoveviveeseieesserseresesenssneninas 15
2.5. DOR Hayvan MOeIIEri........cccuoiiiiiiiece et 17
2.6. VD ..ttt ettt b e b nre e e e 17
2.7. Kontrollii Ovaryan Hiperstimilasyon .................cccccooiiiiiii e 19
2.7.1. DOR Olgularinda KOH Protokolleri............c....cccooooiiiiiiiiiinice 20
2.7.2. DOR Olgularinda KOH Protokollerine Eklenen Adjuvan Ajanlar.......... 21
2.8. DehidroepiandrOSTEIrON. ........c.cuiiiiiieieee e 21
2.8.1. DOR Olgularinda DHEA Kullanimi.............cccccoiiiiiiini e, 22
2.9. SIKIOOKSIJENAZ-2 (COX-2) ..ttt 23
2.9.1. DHEA ile COX-2 EtKile$imi...........cccccooiiiiiiiiiiiiiiinc e 25
2.10. CalISTANIN ATNACE .....oc.viiiiiiaiieiiie et siee sttt ssbeesbe e beesreeabeesreeensee e 26
3. GEREC ve YONTEMLER ...........cocooviiiiiiiiieeeeteeee et 27
3.1.Deney Hayvanlari...........cccooooiiiiiiiiiiiii e 27
3.2.Deney Gruplary..........cccooiiiiiiiiiii 27
3.3. Kimyasal Maddeler ve Uygulanmasl...............ccccooviniiiiiiiiicniiec e 30
3.4. DOR Hayvan Modeli Olusturulmasi..............cccccoviiiiiniiniini s 30



3.5. Ostrus Siklus Evrelerinin Saptanmasi ..................cccooovvvvivevcesevenecseeneneenn, 30

3.6. Deneklerden Kan Orneklerinin AIINMast.................cccocooovoveeereeeeieseeenn, 31
3.7. Kontrollii Ovaryan Hiperstimiilasyon Protokolii ..................c.ccccoeviniininnnn 31
3.8. Deneklerin Sakrifikasyonu ve DoKU EIAESI .........ccccooveviiiiiiiniieiiencce e, 31
3.9. DOKU TaKIDI ... e 32
3.10. KeSit AIIMMAST ....ooooiiiiiiiiiiiiic e sre e e e e nbreee e 32
3.11. Hematoksilen-Eozin BoOYamasl ...............ccccceiveiiieieieeie s 32
3.12. Ovaryan FoliKill SayIml............c.cccooiiiiiiiiii e 33
3.13. Gen EKSPresyon ANALIZI .......ccccveieeiiieiecce e 33
3131 RNA EIAESH ..ottt 34
3.13.2. RNA Saflik TaYIni.......oooiiiiiiiiiiiiee e 34
3.13.3. CDNA EIUESH ...t 34
3.13.4. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ..................... 34
LA ELISA et e 35
3.15. Istatistiksel ANALZ ...............ccovovervevceeieeceeteee e 36
4. BULGULAR ..ottt ettt be e e e e 37
4.1, ASIFIK OICHMICTT .......c..coviviceiecicecee e 37
4.1.1. Viicut ASIrHK OIGHMITi.............coovveevieeiciece e 37
4.1.1.1. Kontrol, Diisiik Over Rezervine Sahip ve Normal Over Rezervine Sahip

Deneklerin Viicut AGIrhk OICEmICri................c.coevovvvieeiceeieieceeeceeeese e 37

4.1.1.2. Diisiik Over Rezervine Sahip ve Normal Over Rezervine Sahip
Deneklerde DHEA Etkinliginin Degerlendirildigi Gruplarin Viicut Agirhk
OBCUINIETT ....vveeeeeeeeee ettt ettt ettt et et et e s et et et et et et et et et et et eeeeetesesesesanas 38
4.1.1.3. Diisiik Over Rezervine Sahip ve Normal Over Rezervine Sahip
Deneklerde DHEA ya da DMSO Enjeksiyonlar: Sonrasi Uygulanan KOH
Protokolii Etkinliginin Degerlendirildigi Gruplarin Viicut Agirhk Olgiimleri . 39

4.1.2. Ovaryum ASIrlK OIgHMIETi................c.ovveveveieeieceeeceeeeece e 41
4.1.2.1. Kontrol, Diisiik Over Rezervine Sahip ve Normal Over Rezervine Sahip
Deneklerin Toplam Ovaryum Agirhik Olgiimleri...............cccoooiiiiiiiics 41

4.1.2.2. Diisiik Over Rezervine Sahip ve Normal Over Rezervine Sahip
Deneklerde DHEA Etkinliginin Degerlendirildigi Gruplarin Toplam Ovaryum
ASIFIK OIGHMICTT ... 42
4.1.2.3. Diisiik Over Rezervine Sahip ve Normal Over Rezervine Sahip
Deneklerde DHEA ya da DMSO Enjeksiyonlar1 Sonrasi Uygulanan KOH
Protokolii Etkinliginin Degerlendirildigi Gruplarin Toplam Ovaryum Agirhk

OBCUINIETT ......vveeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt et e et e e et et et e eeeseeeeeeenas 43
4.2. Isik Mikroskobik Bulgular..............cccoooiiiiiiie e 44
4.2.1. Histomorfolojik BUlguIar ..o 44
4.2.1.1. Kontrol, Diisiik Over Rezervine Sahip ve Normal Over Rezervine Sahip
Deneklerin Ovaryum Dokusu Histomorfolojik Bulgulari....................cccccvennn, 45
4.2.1.2. Diisiik Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin Ovaryum Dokusu Histomorfolojik Bulgular....... 50
4.2.1.3. Normal Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin Ovaryum Dokusu Histomorfolojik Bulgular....... 51

4.2.1.4. Diisiik Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA ya da DMSO
Enjeksiyonlar: Sonrasi Uygulanan KOH Protokolii Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin Ovaryum Dokusu Histomorfolojik Bulgulari....... 54

VI



4.2.1.5. Normal Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA ya da DMSO
Enjeksiyonlar: Sonrasi Uygulanan KOH Protokolii Etkinliginin

Degerlendirildigi Gruplarin Ovaryum Dokusu Histomorfolojik Bulgulari....... 55
4.2.2. Morfometrik BUulQUIAK ... 59
4.2.2.1. Kontrol, Diisiik Over Rezervine Sahip ve Normal Over Rezervine Sahip
Deneklerin Folikiil SAyllart .............ccocooiiiiiiiiiiiiieeeeee s 59
4.2.2.2. Diisiik Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin Folikiil Sayllary ... 60
4.2.2.3. Normal Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin Folikiil Saylary ... 61

4.2.2.4. Diisiik Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA ya da DMSO
Enjeksiyonlar: Sonrasi Uygulanan KOH Protokolii Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin Folikiil Saylary ..., 62
4.2.2.5. Normal Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA ya da DMSO
Enjeksiyonlar: Sonrasi Uygulanan KOH Protokolii Etkinliginin

Degerlendirildigi Gruplarin Folikiil Saylary ... 63
4.3. Biyokimyasal BUIQUIAK .............cccooiiiiiiicie e 65
4.3.1. Gen EKSPresyon ANANZI ........cccooviiiiiiiiiieeeee e 65
4.3.1.1. Kontrol, Diisiik Over Rezervine Sahip ve Normal Over Rezervine Sahip
Deneklerin COX-2 Gen Ekspresyon Diizeyleri..............cccccooooiiiinininininicenn, 65
4.3.1.2. Diisiik Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin COX-2 Gen Ekspresyon Diizeyleri ........................ 66
4.3.1.3. Normal Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin COX-2 Gen Ekspresyon Diizeyleri ....................... 68

4.3.1.4. Diisiik Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA ya da DMSO
Enjeksiyonlar: Sonrasi Uygulanan KOH Protokolii Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin COX-2 Gen Ekspresyon Diizeyleri ...................... 69
4.3.1.5. Normal Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA ya da DMSO
Enjeksiyonlar: Sonrasi Uygulanan KOH Protokolii Etkinliginin

Degerlendirildigi Gruplarin COX-2 Gen Ekspresyon Diizeyleri ........................ 70
A.3.2. ELISA o 72
5. TARTISMA VE SONUC .......cccooiiiiiiiiiiiei s 73
5.1. DOR Modelinin ve Tedavi Protokollerinin Viicut Agirhgna EtKkisi............ 73
5.2. DOR Modelinin ve Tedavi Protokollerinin Toplam Ovaryum Agirhgina
ISttt 75
5.3. DOR Modelinin ve Tedavi Protokollerinin Ovaryan Folikiil Sayilarina
IS bbb 76
5.4. DOR Modelinin ve Tedavi Protokollerinin Ovaryum Dokusunda
HiStomMOrTOolOJik ETKIEIT ....c..ooviiiieiieee s 79
5.5. DOR Modelinin ve Tedavi Protokollerinin COX-2 Gen Ekspresyon
Diizeylerine EtKiSi ............c.coioiiiiiii e 82
Bu0. SOMUC ...t e e e e s e e e e e e e nb e e e 87
6. KAYNAKLAR .ottt 88
7. SIMGELER VE KISALTMALAR ........cccocooiiiiiiiieeeee e 105
8. TESEKKUR ..........oooiviiiiecceeeeeeeee ettt sttt en st 106
L0 Y/ 00l I 1R 107

\l



TURKCE OZET

Bu ¢alismanin amaci infertilite sebeplerinden biri olan diisiik over rezervi
(DOR) olgularinda, kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon (KOH) protokoliine eklenen
dehidroepiandrosteronun (DHEA) etkinliginin gosterilmesi ve molekiiler etki
mekanizmasinin belirlenmesidir.

Diisiik ve normal over rezervine sahip deney gruplarinda, DHEA'nin hem tek
basina ve hem de KOH protokolii birlikteliginde etkinliginin belirlenmesi amaciyla
75 adet Spraque-Dawley cinsi disi sigan 15 gruba ayrilmistir. Calismamizda DOR
hayvan modeli 15 giin boyunca 160 mg/kg/giin dozunda 4-Vinylcyclohexene
diepoxide (VCD) enjeksiyonlar1 ile olusturulmustur. Normal over rezervine sahip
deneklere ise ayni siire boyunca Dimetil Siilfoksit (DMSO) enjeksiyonu yapilmustir.
VCD veya DMSO enjeksiyonlar1 sonrasinda DHEA enjeksiyonlar1 45 giin siiresince
60 mg/kg/giin dozunda uygulanmistir. Ardindan deneklere KOH protokolii
uygulamistir. Sakrifiye edilen deneklerden elde edilen ovaryum dokularinda,
Polimeraz Zincir Reaksiyonu teknigiyle Siklooksijenaz-2 (COX-2) gen ekspresyon
diizeyleri, hematoksilen-eozin boyamastyla ise morfolojik degerlendirme ve ovaryan
folikiil sayimi1 gerceklestirilmistir.

Elde edilen ovaryum dokularinda VCD enjeksiyonlarin gelisiminin farkl
evrelerindeki tim folikiillerin sayilarinda azaligsa, atretik folikiil sayilarinda ve
COX-2 gen ekspresyon diizeyinde artisa neden oldugu tespit edilmistirr. DHEA
enjeksiyonlari, normal over rezervine sahip deneklerde folikiilogenez ve COX-2 gen
ekspresyon diizeyine etki gostermezken, diisiik over rezervli deneklerde DHEA'nin
atretik folikiil sayilarinda azalisa, diger tiim folikiil tiplerinde ve COX-2 gen
ekspresyon diizeyinde artisa neden oldugu saptanmistir. Hem diisiik hem de normal
over rezervine sahip deney gruplarinda KOH protokolii o6ncesinde DHEA
uygunlanmasi folikiillogenezi olumlu yonde etkileyip KOH protokolii etkinligini
arttirmistir. Ayrica DHEA tiim deneklerde COX-2 gen ekspresyon diizeyini azaltici
etki gostermistir.

Bu calisma; DOR hasta grubunda kullanilan DHEA nin ovaryan mikrogevre
lizerine olan etkinligi ve etki mekanizmasinin aydinlatilmasinda ve DHEA nin KOH
protokoliine eklenebilirligiyle ilgili literatiire katki saglamstir.

Anahtar Kelimeler: DOR, VCD, DHEA, KOH, COX-2
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INGILIiZCE OZET

Effect of Androgen Treatment on Ovarian Follicular Development in
Diminished Ovarian Reserve in Vivo Rat Model

The aim of this study was to determine the efficacy and molecular mechanism
of dehydroepiandrosterone (DHEA) that added to the controlled ovarian
hyperstimulation (COH) protocol in cases of diminished ovarian reserve (DOR),
which is one of the causes of infertility.

In order to determine the efficacy of DHEA both alone and combination with
the COH protocol in the low and normal ovarian reserve experimental groups, 75
Spraque Dawley female rats were divided into 15 groups. In our study, the
experimental animal model of DOR was composed by 4-Vinylcyclohexene
diepoxide (VCD) injections at a dose of 160 mg/kg/day for 15 days. Subjects with
normal ovarian reserve were injected with Dimethyl Sulfoxide (DMSO) for the same
period. After VCD or DMSO injections, DHEA injections were administered at a
dose of 60 mg/kg/day for 45 days. COH protocol was then applied to the subjects. In
ovarian tissues obtained from sacrificed subjects, Cyclooxygenase-2 (COX-2) gene
expression levels were analyzed by Polymerase Chain Reaction technique,
morphological evaluation and ovarian follicle count were performed by hematoxylin-
eosin staining.

It was determined that VCD injections caused a decrease in the number of
follicles at different stages of development and an increase in the number of atretic
follicles and COX-2 gene expression levels in the ovarian tissues. While DHEA
injections did not affect folliculogenesis and COX-2 gene expression levels in
subjects with normal ovarian reserve, it was determined that DHEA injections caused
a decrease in atretic follicle counts and an increase in COX-2 gene expression levels
in subjects with low ovarian reserve. DHEA injections before the COH protocol
affected folliculogenesis positively in both low and normal ovarian reserve
experimental groups, and thus enhanced the efficiency of the COH protocol. Also,
DHEA decreased COX-2 gene expression levels in all subjects.

This study contributed to the literature on the effectiveness and molecular
mechanism of the DHEA on the ovarian microenvironment and the appendability of
DHEA in the COH protocol.

Key words: DOR, VCD, DHEA, COH, COX-2



1. GIRIS

Infertilite iireme ¢agindaki ¢iftlerin biiyiik bir oranini ilgilendiren toplumsal
bir sorundur. Infertilite nedenleri arasinda bulunan DOR tedavi protokollerinin
tartismali olmasi, tedavi sonrasi klinik basarmnin diisiik olmasi ve insidansinin
giderek artmasi sebebiyle arastirmalara konu olmaktadir. Azalan folikiil sayis1 ve
oosit kalitesi nedeniyle fertilizasyon, implantasyon, klinik gebelik ve canli dogum
oranlarinda azalma, gelisen embriyolarda andploidi goriilme oraninda ve embriyo
transferi sonrast abortus insidansinda artig goriilmektedir. Belirtilen parametrelerin
tyilestirilmesi amaciyla uygulanan tedavi protokolleri tartismali olup, en etkin tedavi
yontemi heniiz tamimlanmamigtir. DOR olgularinda klinik basarinin saglanacagi
kalitede ve sayida oosit elde edilebilmesi igin ileri aragtirmalarin yapilmasi, bu
imkan1 saglayacak KOH protokolii ve adjuvan tedavilerin etkinligi ve etki
mekanizmalarinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu ¢aligmada KOH protokoliine
eklenen adjuvan ajanlardan biri olan, ancak etkinligi netlik kazanmamis DHEA nin
DOR olgularinda klinik rolii ve etki mekanizmasi arastirilacaktir.

Endiistriyel bir kimyasal olan VCD, tekrarlayan dozlarla belirli bir siire
kullaniminin, selektif olarak sigan ve fare primordiyal ve primer folikiillerinin
sayisini apoptoz siirecini baglatarak azalttig1 gosterilmistir (Hu ve ark., 2001a; Hu ve
ark., 2001b; Springer ve ark., 1996a; Springer ve ark., 1996b). KOH ise yardimc1
ireme tedavileri dahilinde overlerden en ideal say1 ve kalitede oosit elde etmek
amaci ile ayni siklusta ¢ok sayida folikiiliin gelistirilmesi teknigidir. Yardimci ireme
teknikleri ile DOR tedavisinde ovaryan yanitin iyilestirilmesi, ¢ok sayida folikiiliin
gelistirilmesi, ideal say1 ve kalitede oosit elde edilmesi ve canli dogum oranlarinin
artirilmasi amaciyla farkli KOH protokolleri gelistirilmistir. DHEA adrenal bezlerde,
ayrica gonad dokusu ve beyinde iiretilen bir androjendir. DHEA nin, androstenedion,
testosteron ve Ostradioliin Onciilii olmakla birlikte, pubertenin baslangicinda rol
oynadigi ve artan yasla birlikte azaldig1 bilinmektedir (Gleicher ve ark., 2010Db).
DOR olgularinda DHEA kullaniminin potansiyel yararlar1 hakkinda tartismalar

devam etmesine ragmen, diinyadaki bir¢ok in vitro fertilizasyon (IVF) merkezleri



tarafindan giderek daha fazla kullanilmakta ve ovaryan stimiilasyona yanit ve klinik
sonuglar iizerinde olumlu etkileri olacagi 6ngdriilmektedir.

Periniiklear alanda lokalize bir enzim olan COX-2 (PTGS-2) ise arasidonik
asiti prostaglandin H2’ye (PGH2) doniistiriir. PGH2, PGE sentaz enzimi ile
prostoglandin E2’ye (PGE2) doniisiir. PGE2 ise folikiil riiptiiri ve ovaryum
duvarindaki diiz kas hiicrelerinin kasilmasi sonucu ovulasyon ve fertilizasyonda
etkilidir. Luteinizan hormone (LH) piki sonras1 artan COX-2 graniiloza hiicrelerinde
arasidonik asitten prostaglandin sentezine yol acar. Androjen ve COX-2 birlikteligi
tizerine yapilan c¢aligmalar degerlendirildiginde, androjen/androjen reseptor
yolaginin, periovulatuar graniiloza hiicrelerinde COX-2 ekspresyonu yoluyla
ovulatuvar siirecte yer aldig1 gosterilmistir.

Bu bulgular 15181nda bu calismada, diisiik ovaryan rezerv olgularinda, KOH
protokoliine eklenen DHEA’nin ovaryan folikiillerin gelisimine etkisi ovaryan
mikrocevre diizeyinde COX-2 expresyonu lizerinden gergeklesir hipotezinden yola
cikilarak; sigan diisiik ovaryan rezerv modeli olusturulmus ve kontrol deneklerde
DHEA’nin tek basma ve kontrollii ovaryan stimulasyon protokoli ile birlikte
kullaniminin ovaryan folikiil gelisimi ve COX-2 gen ekspresyon diizeyi tizerindeki

etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryum

Ovaryumlar, disi iireme sisteminde pelvik boslugun yan duvarlarina dayali,
uterusun her iki yaninda yerlesmis olan organlardir. Ovaryumun, gametlerin
tiretilmesi (gametogenez) ve steroid yapidaki hormonlarin (Gstrojen ve progesteron)
sentezlenip salgilanmasi olarak birbiri ile iliskili iki fonksiyonu bulunmaktadir.
Ovaryum tarafindan salinan steroid hormonlar; i¢c ve dis genital organlarin
bliylimesi ve olgunlasmasi, meme bezinin gelisimi ve menstrual siklusun
diizenlenmesi gibi 6nemli gorevleri vardir. Ovaryumdaki degisimlerin biiylik kismi1
on hipofizden salgilanan gonadotropik hormonlar olan folikiil stimulan hormon

(FSH) ve LH tarafindan kontrol edilir (Ross ve Pawlina, 2014).

2.1.1. Ovaryumun Anatomisi

Ovaryumlar bir ¢ift, badem sekilli, pembemsi beyaz renkli, 3 cm boyunda,
1,5 cm eninde ve 1 cm kalinhiginda organlardir. Her ovaryum, mezovaryum denen
peritoneal katlant1 tarafindan broad ligamentin posterior ylizeyine baglanir.
Ovaryumun {ist kutbu, ovaryumun sinirlerini ve damarlarini tagiyan suspensor
ligament tarafindan pelvis duvarina baglanir. Ovaryumun alt kutbu ise ovaryan
ligament tarafindan uterusa baglanir. Bu ligament, gelismekte olan gonadi pelvisin
tabanina baglayan embriyonik fibroz kordon olan gubernakulumun bir kalintisidir.
Puberteden oOnce ovaryum yiizeyi diizgiin iken, iireme ¢aginda tekrarlanan
ovulasyonlar nedeniyle skarli ve diizensiz bir hal alir (Sekil 1) (Ross ve Pawlina,
2014; Saksouk ve Johnson, 2004).

Suspansor Ligament

Ligament

Sekil 1. Ovaryumun anatomisi (Saksouk ve Johnson, 2004).



2.1.2. Ovaryum Embriyolojisi

Cok sayida genin rol oynadigi cinsiyet farklilasma siireci, Y kromozomunun
kisa kolunda lokalize SRY geni (pl1, Y kromozomundaki seks belirleyici bolge)
tarafindan kontrol edilir. SRY geninin kodladig1 Testis Belirleyici Faktor’in (TBF)
varliginda embriyonun cinsiyeti erkek, bulunmamasi durumunda embriyonun
cinsiyeti disi yoniinde gelisir.

Gonadlar (testisler ve ovaryumlar) posterior abdominal duvar1 déoseyen s6lom
epiteli, altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu) ve primordiyal germ hiicreleri
(PGH) olmak iizere ii¢ kaynaktan koken alir (Seftalioglu, 1998). Ovaryan gelisim;
farklilasmamis gonad asamasi, primordiyal germ hiicrelerin olusumu sonras1 gogii ve
ovaryumlarin farklilagmasi olmak fiizere li¢ asamada gergeklesir (Moore ve ark.,
2008).

Gonadlar baslangigta sdlomik epitelin proliferasyonu ve altindaki
mezensimin yogunlagsmasiyla uzunlamasia olugmus bir c¢ift genital kabarti olarak
belirirler. Primordiyal germ hiicreleri ise gelisimin 3. haftasinda yolk kesesinin
allontoise yakin olan duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda goriiliirler. Son
bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek 5. haftanin basinda primitif
gonadlara, 6. haftada ise genital kabartilara ulasirlar. Primordiyal germ hiicrelerinin
indiikleyici etkisi ile gonadlar ovaryum veya testis yoniinde diferansiye olur ve bu
hiicrelerin genital kabartilara gdciiniin gerceklesmedigi durumda gonadal gelisim
gerceklesmez (Moore ve ark., 2008; Sadler, 1993). Primordiyal germ hiicrelerinin
primitif gonadlara gogii ile genital kabart1 epiteli prolifere olur ve epitel hiicreleri
mezensimin i¢ine gomiiliirler. Bu sekilde irregular sekilli primitif cinsiyet kordonlar
olusur. Bu kordonlar yiizey epiteline baglidir. Bu asamadaki gonadlar farklanmamis

gonad olarak isimlendirilir (Sadler, 1993).

Allantois Genltal
st ~§

Sekil 2. Ovaryum embriyolojisi (Sadler, 1993)



Primitif cinsiyet kordonlar1 farklanmamis ovaryum dokusunun meduller
bolgesinde kaybolarak yerlerini vaskiiler bir stromaya (ovaryan medulla) birakirlar.
Disi gonadin yiizey epiteli ¢ogalmaya devam ederek ylizeye yakin ikinci nesil
kordonlar olan kortikal kordonlarin olusumunda katilir. Dérdiincii ayda bu kordonlar
her biri bir veya daha cok sayida primitif germ hiicresini ¢evreleyen izole hiicre
topluluklart haline gelirler. Bu germ hiicreleri zamanla oogoniaya doniisiirken, yiizey
epitelinde go¢ eden ve germ hiicrelerini ¢evreleyen epitel hiicrelerinden de folikiiler
hiicreler meydana gelir.

PGH o6ncelikle oogonyumlara, sonrasinda gestasyonun 12. haftasinda primer
oositlere doniisiirler. Primer oosit gelisimi ile birlikte mayoz boliinme siireci baglar.
Primordiyal folikiil en basit folikiil yapisi olup, I. mayoz bdliinmenin profaz
sathasinda bekleyen primer oosit ve ¢evresindeki pregraniiloza olarak da adlandirilan
yass1 tek katli epitel hiicrelerinden olusur. Folikiilogenez siireci gestasyonun 18.
haftasinda pregraniiloza hiicrelerinin aktivasyonu ile baslar. Intrauterin dénemde
bulunan yaklasik 7 000 000 oogonyum, yenidogan donemine kadar gecen siirede
atreziye ugrar ve ovaryumda 1 000 000 primordiyal folikiil kalir. Puberteye kadar
gecen silirede atrezi devam ederek primordiyal folikiil sayis1 yaklasik 400 000’¢
diiser. Her bir menstruel siklusta primordiyal folikiiller aktive olarak biiylimeye ve
gelisimlerine devam ederler. Siklusun ortasinda gelisen folikiillerden bir tanesi

dominant folikiil olarak seg¢ilir ve ovulasyona ugrar (De Felici, 2013).

2.1.3. Ovaryumun Histolojisi

Ovaryum yiizeyi tek katli yass1 ya da tek katli algak kiibik epitel ile doselidir.
Germinal epitel olarak isimlendirilen bu hiicresel katman, mezovaryumu orten
mezotelyum ile devamlilik gosterir. Germinal epitel ile altindaki korteks arasinda
tunika albuginea olarak isimlendirilen kollajen ve retikiiler liflerden zengin sik1 bag
dokusu tabakas1 bulunur. Ovaryum, sinirlar1 net ayirt edilemeyen korteks ve medulla
olmak tizere iki ayr1 bolgeden olusur. Medulla ovaryumun merkezi bolgesinde yer
alir ve gevsek bag dokusu ile hilus boyunca ovaryuma ulasan kan damarlari, lenf
damarlar1 ve sinirleri igerir. Medullay1 ¢evreleyen periferik kisim olan korteks ise
gelisiminin degisik asamalarindaki folikiilleri igerir (Sekil 3). Folikiiller ovaryan
rezervi olusturan primordiyal folikiiller ve biiylimekte olan folikiiller olmak {izere

siiflandirilirlar (Ross ve Pawlina, 2014).



2.1.3.1. Primordiyal Folikiiller

Primordiyal folikiiller fetal gelisimin 3. ayinda ortaya c¢ikar ve folikiiler
gelisimin en erken asamasidir. Gelisimleri gonadotropinlerden bagimsiz olan
primordiyal folikiiller puberteden 6nce bulunan tek folikiil tipi olarak ovaryan rezervi
olustururlar. Korteks stromasinda tunika albugineanin altinda yer alirlar. Tek tabaka
halindeki yass1 folikiil hiicreleri olan pregraniiloza hiicreleri ve bu hiicrelerin
cevreledigi primer oositten olusur. Folikiil hiicrelerinin dig yiizeyi bazal lamina ile
sinirlandirilmistir. Folikiil igerisindeki primer oositin ¢apt 30 um olup, iyi dagilmis
kromatin ve bir ya da daha fazla nukleolus igeren eksantrik bir nukleusa sahiptir

(Sekil 4) (Lazar, 2002; Ross ve Pawlina, 2014).

Sekil 4. Primordiyal folikiiller (siyah ok)

2.1.3.2. Biiyiimekte Olan Folikiiller

2.1.3.2.1. Primer Folikiiller
Primordiyal folikiil endokrin etkilesimlerin etkisi altinda biiylimekte olan

folikiile dontisiirken, oositte, folikiil hiicrelerinde ve komsu stromada degisiklikler



meydana gelir. ilk olarak oositin hiicresel olarak ¢ap artar, ¢evresindeki yass1 folikiil
hiicreleri prolifere olarak kiibik hale gelirler. Kiibik formda bulunan folikiil hiicreleri
graniiloza hiicreleri, gelisen bu folikiil ise primer folikiil olarak isimlendirilir. Primer
folikiiller graniiloza hiicrelerinin boliinme oranina bagli olarak unilaminar ve

multilaminar olmak tizere iki farkli asamada degerlendirilirler.

2.1.3.2.1.1. Unilaminar primer folikiiller
Primer oosit ve onu ¢evreleyen tek tabakali kiibik graniiloza hiicrelerinden
olusur. Bu asamada, oosit ve folikiil hiicreleri arasinda glikojenden zengin zona

pellucida olugsmaya baslar (Sekil 5).

Sekil 5. Unilaminar primer folikiil (siyah ok)

2.1.3.2.1.2. Multilaminar Primer Folikiiller:
Primer oosit ve onu ¢evreleyen birden ¢ok hiicre tabakali kiibik graniiloza
hiicrelerinden olusur. Bu asamada zona pellusida kalinlasir, folikiilii ¢evreleyen

stromal hiicreleri farklilagir ve teka folikiili olugsmaya baglar (Sekil 6).

Sekil 6. Multilaminar primer folikiil



2.1.3.2.2. Sekonder (Antral) Folikiiller

Multilaminar primer folikiil graniiloza hiicrelerinin proliferasyonuyla biiytir.
Biiytimekte olan folikiil ovaryan stromanin derinlerine dogru yerlesim gosterir.
Graniiloza hiicre tabakas1 6-12 sirali hiicre katmanina ulastiginda hiicreler arasinda
olusan bosluklar, graniiloza hiicreleri kaynakli hyaluronandan zengin sivi (liquor
foliculi) ile dolmaya baslar. Daha sonra kaviteler birleserek tek, yarimay seklinde
antrum olarak isimlendirilen bir bosluga doniisiir. Bu asamadaki folikiile sekonder
veya antral folikill adi verilir. Folikiiliin etrafindaki stromal hiicreler graniiloza
hiicrelerinin proliferasyonu sonrasi teka folikiiliyi olustururlar. Teka folikiilinin
diferansiyasyonu sonrasi teka interna ve teka eksterna olarak isimlendirilen iki
tabaka meydana gelir. Teka interna steroid sentezinden sorumlu kiibik hiicrelerden
olusan yiiksek oranda vaskiilarize i¢ tabakadir. Teka eksterna ise vaskiiler bag
dokusu 6zelliginde, diiz kas hiicreleri ve kollajen lifler igeren dig tabakadir (Sekil 7)
(Lazar, 2002; Ross ve Pawlina, 2014; Young ve ark., 1967).

Sekll 7 Sekonder (Antral) fohkul

2.1.3.2.3. Matiir (Graaf) folikiiller

Sekonder folikiiliin boyut artisina antrumdaki genisleme eslik eder.
Graniiloza hiicreleri oositle iligkili oldugu bolgede antruma dogru kumulus ooforus
ad1 verilen tepecigi olustururlar. Oosit folikiiliin bir tarafina cekilir ve etrafin1 birkag

sira graniiloza hiicresi (korona radiata) ¢evreler. Bu asamadaki folikiil matiir (graaf)

folikiil olarak isimlendirilir (Sekil 8).



Sekil 8. Matiir (Graaf) folikiil. (Kumulus ooforus (siyah ok), korona radiata (mavi ok) ve mural

graniiloza tabakasi (yesil ok))

2.1.3.2.4. Atretik Folikiiller:

Folikiilogenez siirecinde her menstrual siklusta sadece bir folikiil tam olarak
olgunlagir. Folikiillerin biiyiik bir kism1 gelisimin farkli evrelerinde atreziye ugrar.
Atrezi siirecinde Once oosit, sonra graniiloza hiicreleri dejenere olur. Primordiyal
folikiillerin atrezisi sonrasi olusan bosluklar hizli bir sekilde ovaryan stroma ile
dolduruldugu i¢in, ovaryum kesitlerinde atretik primordiyal folikiiller goriilmez.
Atretik folikiillerin kalintilar1 makrofajlar tarafindan fagosite edilir ve kalan
bosluklar stromal hiicreler tarafindan doldurup kollajendz skar dokusu olusur. Sonug
olarak camsi membran olarak isimlendirilen dalgali hyalinize bant yapisi olusur

(Sekil 9).

Sekil 9. Atretik folikiiller (siyah ok)



2.2. Sicanlarda Disi Ureme Sistemi

Sican ve insanda dogum sonrasi gelisim donemleri farkli siirelerde
gerceklesir  (Tablol)  (Elmore, 2016). Disi ireme sistemi agisindan
degerlendirildiginde ise siganlarda ovaryum, tuba uterina, uterus, serviks ve vajina

prenatal donemde immatiir olup, postnatal siirecte gelisimini tamamlar.

Tablo 1. Sigan ve insanda dogum sonras1 gelisim donemleri (Elmore, 2016)

Sican/insan Dénem Adi Sigan insan
Neonatal / Yenidogan 0-7 giin 0-28 giin
Infantil / infant 8-20 giin 1-2 ay
Juvenil / Cocuk 21-32 giin 2-12 ay
Peripubertal / Addlesan 33-37 giin 12-16 yas
Geg pubertal / Adélesan 38-46 giin

2.2.1. Siganlarda Ovaryum Anatomisi

Sicanlarda ovaryum bilateral olarak, orta hattan yaklasik 1 cm lateralde ve
bobregin birka¢ milimetre kaudalinde bulunur. Sigan ovaryumu yaklasik 5 mm
capinda ve ortalama 60 mg agirligindadir (Sekil 10, 11) (Elmore, 2016; Léw ve ark.,
2016).
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Sekil 10. Siganlarda disi ireme sistem anatomisi (Low ve ark., 2016)
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Sekil 11. Siganlarda uterus, tuba uterina ve ovaryum anatomisi (LOw ve ark., 2016)

2.2.2. Sicanlarda Ovaryum Embriyolojisi

Sicanlarda ovaryum gelisimi insanlardakine benzemekle birlikte zamanlama
farkliliklart bulunmaktadir. Siganlarda gebeligin 10. giiniinde genital ¢ikintilar
belirmeye baslar (Guigon ve Magre, 2006). Prenatal 11. giinde primordiyal germ
hiicreleri genital ¢ikintilara go¢ ederler ve mitotik boliinmeler ile sayilari artar.
Dogumda, sican ovaryumu kordonlar ve oogonyalardan olusur. Primordiyal
folikiiller dogumdan sonra, 3. giiniin sonunda olusurlar. Postnatal 3. giinden sonra
ovaryumda her biri az miktarda yassi pregraniiloza hiicresi ile ¢evrili 27 000
civarinda oosit bulunur. Postnatal 18,5 giinde sayilar1 yaklagik 75 000 civarindadir
(Cappellen, 1998).

2.2.3. Sicanlarda Folikiiler Gelisim

Sicanlarda folikiil gelisimi postnatal 10. giine kadar hipofizden salgilanan
hormonlardan bagimsiz olup, sonrasinda gonadotropin bagimli gerceklesir. Korteks
ve medulla ayrimi postnatal 27. gilinde belirginlesir. Sigan ovaryumunda
folikiilogenez siireci primordiyal folikiilden (25 pwm) matiir folikiile (500-800 pm),
yaklasik 60 giinde gergeklesir (Sekil 12) (McGee ve Hsueh, 2000).
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Sekil 12. Sican ve insan ovaryumunda folikiilogenez siireleri (McGee ve Hsueh, 2000)

Sican ovaryumunda ilk olarak postnatal 3.glinde kortekste, tunika
albugineanin hemen altinda, 11-15 pm c¢apindaki primer oositi ¢cevreleyen 17-20 um
capinda olan primordiyal folikiiller g6zlemlenir (Boubekri ve ark., 2007). Folikiiler
hiicreleri ¢evreleyen bazal lamina folikiiler hiicreler ile stromal hiicreler arasinda
ayirim yapilmasmni saglar. Unilaminer primer folikiill asamasinda folikiil ¢ap:
27,5 um’ye ulasir ve 8-13 adet graniiloza hiicresi ile ¢evrili 16,3 um c¢apinda oosit
icerir (Boubekri ve ark., 2007). Multilaminar primer folikiil asamasinda ise folikiil
¢ap1 63,6 um’ye ulasir. Bu asamadaki folikiil 25-29 adet graniiloza hiicresi ile ¢evrili
38,5 um capinda oosit icerir. Antral folikiil asamasinda folikiil boyutu 70 pm’ye,
matiir folikiil asamasinda ise 500 um’ye ulagir (Boubekri ve ark., 2007).

Postnatal 35. giinde ilk ovulasyon meydana gelir. Insanlardan farkli olarak,
siganlarda ovulasyon siirecinde birden ¢ok oosit atilir (Helke, 2018) ve Ostrus
fazindan 8-11 saat sonra gerceklesir (Cossigny ve ark., 2012). Ovulasyonun basarili
olarak gerceklesmis oldugu, ovaryum doku kesitlerinde korpus luteumun
gozlemlenmesi ile tespit edilir. Korpus luteum birka¢ Ostrus dongiisii boyunca
varligin siirdiirmesi sebebiyle ovaryum doku kesitlerinde eski ve yeni siklusa ait
korpus luteumlar gozlemlenebilir. Sicanlarda premenapozal donemde gozlemlenen
diizensiz Ostrus sikluslari, Wistar-Albino cinsinde postnatal 12. ayda, Sprague-

Dawley cinsinde ise 8. ayda baslar. Wistar-Albino cinsi siganlar 12. ayin sonunda
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persistent siklusa girerler. Sonrasinda persistent didstrus ve ardindan andstrus

donemleri gézlemlenir (Suttie ve ark., 2017).

2.2.4. Ostrus Siklusu

Insanlarda yaklasik 28 giin siiren menstrual siklus, siganlarda 4-5 giinde
insanlardakine benzer olarak cesitli hormonlarin kontroli altinda tamamlanir ve
Ostrus siklusu olarak isimlendirilir. Sicanlarda gergeklesen bu iireme siklusu
proostrus, Ostrus, metdstrus ve didstrus olmak iizere 4 evreden olusur. Bu evreler
vajinal smear yontemi ile elde edilen vajinal epitel hiicrelerinin farkli histolojik
goriiniimleri sayesinde ayirt edilir (Sekil 13) (Marcondes ve ark., 2002; McLean ve
ark., 2012).

Sekil 13. Sigan vajinal smear 6rneginde hiicre tipleri. (A) Nukleuslu epitel hiicresi (B) Keratinize
epitel hiicresi (C) Lokositler (siyah ok) (McLean ve ark., 2012)

Ostrus siklusunun prodstrus evresi 12-14 saat siirmekle birlikte, bu evrede
alinan vajinal smear 6rneginde yogun olarak kiiciik, yassi, niikleuslu epitel hiicreleri

gozlemlenir (Sekil 14) (McLean ve ark., 2012).

Sekil 14. Sigan vajinal smear 6rneginde nukleuslu epitel hiicreleri (beyaz ok) ile karakterize prodstrus

evre degerlendirmesi (McLean ve ark., 2012)

Ostrus evresi ise niikleusunu kaybetmis keratinize epitel hiicrelerin varlig: ile

karakterizedir ve 25-27 saat siirer (Sekil 15) (McLean ve ark., 2012).
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Sekil 15. Sigan vajinal smear 6rneginde keratinize epitel hiicreleri (siyah ok basi) ile karakterize

oOstrus evre degerlendirmesi (McLean ve ark., 2012)

Ostrus evresini metadstrus evresi izler ve 6-8 saat siirer. Metadstrus evresinde
epitel hiicrelerinin yogun oldugu ve bu hiicrelere ¢ok sayida l16kositin eslik ettigi
tespit edilir (Sekil 16) (McLean ve ark., 2012).

Sekil 16. Sican vajinal smear 6rneginde nukleuslu epitel hiicresi (beyaz ok), keratinize epitel hiicresi
(siyah ok basi) ve l6kosit (siyah ok) birlikteligi ile karakterizie metadstrus evre degerlendirmesi

(McLean ve ark., 2012)

Diostrus evresi 55-57 saat siirer ve agirlikli olarak 16kositler, ¢ok az sayida
niikluslu epitel hiicreleri gozlemlenir (Sekil 17) (McLean ve ark., 2012; Singletary
ve ark., 2005).

Sekil 17. Siganlarda vajinal smear ile az sayida niikluslu epitel hiicresi (siyah ok bagi) ve ¢ok sayida

16kosit (siyah ok) ile karakterize didstrus degerlendirmesi (McLean ve ark., 2012)
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2.3. Ovaryum Rezervi

Ovaryum rezervi folikiilogenez ve steroidogenez fonksiyonlarini
gerceklestirecek folikiillerin kantitatif ve kalitatif durumunu gosteren ve ovaryumun
potansiyel kapasitesini belirleyen bir tanimdir. Primordiyal folikiil havuzu ovaryan
potansiyelin belirlenmesinde en 6nemli parametredir (Lass, 2001; Seifer ve ark.,
1997).

Intrauterin donemde yaklasik 7 000 000 oogonyum bulunmasina ragmen,
yeni dogan doéneminde 1 000 000 primordiyal folikiil kalir. Puberteye kadar
primordiyal folikiillerin biiyiik bir orani atreziye ugrar ve puberte baslangicinda
ovaryumda bulunan folikiil sayis1 yaklasik 400 000 diiserek primordiyal havuzu
temsil eder. Ovaryum rezervinin belirlenmesinde, yasa bagli degerlendirme gibi
klinik bulgular, bazal serum FSH, antimiillerian hormon (AMH), inhibin B, dstradiol
gibi biyokimyasal parametreler ve ultrasonografik olarak ovaryum hacmi, antral

folikiil sayisinin 6l¢iimii gibi yontemler kullanilir.

2.4. Infertilite ve Diisiik Over Rezervi

Diinya Saglik Orgiitiine (WHO) gore diizenli ve korunmasiz cinsel iliskiye
ragmen 1 yil boyunca gebe kalinamamasi olarak tanimlanan infertilite, reprodiiktif
periyotta olan ¢iftlerin %15’ini ilgilendiren toplumsal bir sorundur (Thoma ve ark.,
2013). WHO infertilitenin kiiresel bir saglik sorunu oldugunu ve bu yiizyilda kanser
ve kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra {igiincli en ciddi saglik sorunu olacagini
ongormektedir. ABD’de 2011-2013 yillar1 arasinda 15-44 yas araligindaki
61 000 000 kadinin yaklasik 7 000 000’u hayatlarinda bir siire infertiliteye yonelik
tedavi hizmeti aldigi raporlanmistir (Centers for National Disease Controland
Prevention, 2009).

Infertilitenin hem erkek hem de kadin faktdr iliskili bircok nedeni
bulunmakla birlikte, DOR olgular infertil ¢iftlerin %11,5 gibi biiylik bir boliimiini
olusturmaktadir (Centers for National Disease Controland Prevention, 2009). DOR
primordiyal folikiil sayisinda ve oosit kalitesinde azalmay1 ifade eder. Implantasyon
oraninda azalma, embriyoda artan kromozomal anomali insidans1 ve abortus oraninin
artmas1 gibi sorunlarla birlikte goriiliir (Broekmans ve ark., 2009). Ilerleyen yaslarda

goriilmekle birlikte geng hastalarda da goriilebilmektedir (Te Velde ve Pearson,
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2002). DOR tedavisinde; overlerde folikiilogenez ve steroidogenez fonksiyonunu
yerine getirecek folikiillerin sayisini, kalitesini ve yeterliligini arttirma amagh
yardimhi iireme tekniklerine ihtiya¢g duyulmaktadir. Ancak olgularin ovaryan
stimiilasyona zayif yanit vermesi sorun olusturmaktadir (Reed ve ark., 2015). ABD
Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC) 2014 raporunda tiim IVF
sikluslarinda canli dogum oraninin % 27 oldugu, infertilitenin nedenlerine gore canli
dogum oraninin azaldigi ve DOR tanili hasta grubunda bu oranin en diisiik olup,
%14,6 oldugu rapor edilmistir (Centers for National Disease Controland Prevention,
2009). Aymi raporda oosit donasyonunun en ¢ok DOR hasta grubunda kullanilan
tedavi segenegi oldugu belirtilmistir. Tiim bu veriler géz 6niine alindiginda, DOR
olgularinda klinik basarinin elde edilecegi kalitede ve sayida oosit elde edilebilmesi
icin ileri aragtirmalarin yapilmasi, bu imkéni saglayacak KOH protokolii ve
protokole eklenebilecek adjuvan tedaviler gelistirilmesi gerekmektedir. Literatiirde
yapilan caligmalara bakildiginda DOR olgularinda uygulanan tedavi yaklagimlari
tartigmalidir  (Ubaldi ve ark., 2014). Arastirmacilarin DOR olgularinda en etkin
tedavi protokoliinii segmekte karsilastiklar gii¢liikler Tablo 2°de 6zetlenmistir.

Tablo 2. Arastirmacilarin DOR olgularinda en etkin tedavi protokoliinii segmekte karsilastiklari

giicliikler

1 | Birgok ¢aligmada hasta sayisinin az olmasi sebebiyle uygulanan tedavi protokolleri arasinda anlamli fark saptanma
oraninin diisiik olmasi

2 | DOR tanimlama kriterlerinin ¢alismalarda standart olmamast, literatiirde homojen bir hasta grubunun olmamasi

3 | Genetik faktorler, yaslanma, otoimmiin hastaliklar, adrenal bez bozukluklari ve iatrojenik nedenler gibi nedenler
disinda, DOR etyolojisinin tespit edilemedigi durumlarda DOR gelisme mekanizmasinin bilinmemesi

DOR olgularinda uygulanan adjuvan ajanlarin etki mekanizmalarinin heniiz tam olarak tespit edilememis olmast
Calismalarda sonuglarin degerlendirilmesi igin farkl bitis noktalar1 kullanilmis olmasi

Kisith sayida ve tartismali randomize kontrollii ¢alisma (RCT) varhigi

Kisith sayida ¢alismanin dahil edilmesi ile yapilan meta-analizlerin sinirli anlamlilik degeri

~N|o|o b~

Literatiir incelendiginde DOR kriterleri ve tanimlamalar1 iizerinde tam bir
fikir ~ birligi  bulunmamaktadir.  Yapilan ¢alismalarda DOR  olgulariin
tanimlamasinda kriter olarak; bazal FSH ve estradiol (E2) seviyesi, antral folikiil
sayist (AFC), AMH seviyesi, FSH/ LH orani ve bir dnceki stimiilasyon protokoliinde
az sayida oosit elde edilmesi gibi farkli kriterler kullanilmigtir (Tablo3). Evrensel tek
bir tanimin olmamasi, yapilmis olan calismalarda uygulanmis olan tedavi
protokollerini karsilastirmay1 zorlastiran en 6nemli faktorlerden biridir. Tablo 3°de

farkli ¢galismalarda DOR tanimlamasinda kullanilan kriterler 6zetlenmistir.
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Tablo 3. Calismalarda DOR tanimlamasinda kullanilan kriterler

Onceki
FSH Estradiol AFC AMH FSHILH IVF
oram sonuclari
(Merhi ve ark., 2013) >10 1U/I
(Buyuk ve ark., 2011) >10 1U/I
(Gleicher ve ark., 2009) <33 yas-->7 U/l <0.8 ng/ml
(Gleicher ve ark., 2010b) 33-37 yag-->7.9 1U/I
38-40 yag-->8.4 1U/I
(Lu ve ark., 2014) >10 U/ >3
(Gleicher ve Barad, 2006) >9.9 |U/I >74.9 U/l <7 oosit
ya da
<4 embriyo
(Kara ve ark., 2014) >15 U/ <4 <1 ng/ml
(Yilmaz ve ark., 2013) <5 <1.1 ng/mi <3 oosit
(Check ve ark., 2007) >12 U/ <3
(Kumbak ve ark., 2005) <6
(H. H. Zhang ve ark., 2014) >10 1U/I <5 >3 <5 oosit
(Narkwichean ve ark., 2013) <10 <5 pmol/l

2.5. DOR Hayvan Modelleri

Over rezervinin azaltilmast ve deneysel DOR hayvan modelinin
olusturulmasi amaciyla neonatal agir1 beslenme (Sominsky ve ark., 2016), yaslanma
(Acufa ve ark., 2009), FOXL2 knockout farelerde prematiir ovaryan yetmezlik
(POF) (Moumné ve ark., 2008), streptozosin ile diabetik hayvan modeli olusturma
(Erbas ve ark., 2014), maternal besin kisitlamas1 (Mossa ve ark., 2013), maternal
polikistik aromatik hidrokarbon maruziyeti (Jurisicova ve ark., 2007), intrauterin
androgen maruziyeti (Dumesic ve ark.,, 2002), embriyonik 10. giin
galaktosiltransferaz antikoru enjeksiyonu (Banerjee ve ark., 2014), ozon inhalasyonu
(Shi ve ark., 2016), isotretinoin (retinoik asit) kullanim1 (Abali ve ark., 2013), tubal
ligasyon, over torsiyonu ve histerektomi gibi cerrahi yontemler (Chalmers, 1996;
Hakverdi ve ark., 1994; Kaya ve ark., 2014) ve VCD enjeksiyonu (Hassa ve ark.,
2015; Li ve ark., 2014; Kuang ve ark., 2016; Mayer ve ark., 2002; Sun ve ark., 2006)

gibi farkli yontemler kullanilmaktadir.

2.6. VCD

Endiistriyel bir kimyasal olan VCD’nin, tekrarlayan dozlarla belirli bir siire
kullaniminin, selektif olarak sican ve fare primordiyal ve primer folikiillerinin
sayisini apoptoz siirecini baslatarak azalttigi gosterilmistir (Hu ve ark., 2001a; Hu ve
ark., 2001b; Springer ve ark., 1996a, Springer ve ark., 1996b). Primordiyal ve primer
folikiillerde KIT / KITLG yolagi oosit canliligi ve sagkaliminda etkin rol oynar (Jin

ve ark., 2005; Parrott ve Skinner, 1999). Graniiloza hiicreleri tarafindan tiretilen kit
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ligand1 (KITLG), oosit iizerindeki tirozin kinaz reseptorii olan KIT'e baglanir. Bu
baglanma KIT otofosforilasyonu ve ardindan fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) sinyal
yolaginin aktivasyonuyla sonuglanir (Reddy ve ark., 2005). Aktive olan PI3K,
niikleusta transloke olup, apoptoz inhibisyonu ve hiicre sagkalimini saglayan protein
kinaz AKT’1 (pAKT) fosforile edip aktivasyonunu gergeklestirir (Sekil 18) (Liu ve
ark., 2006; Kappeler ve Hoyer, 2012; Reddy ve ark., 2005). Yapilan ¢aligmalarda
primordiyal ve primer folikiillerin FSH reseptorii igermedigi ve canliliklarim1 KITLG
/ KIT sinyali lizerinden koruduklar1 gosterilmistir (Parrott ve Skinner, 1999; Yoshida
ve ark., 1997).

Kit-Kit Ligand sinvalizasvonu
PIIK-AKT volag

Ooasit Graniiloza Hiieresi

Kit Ligand

p-ART Niklear Tranzlokazyon

Sekil 18. KIT / KITLG sinyal yolag1 (Kappeler ve Hoyer, 2012)

Yapilan calismalarda VCD’nin KIT mRNA ekspresyonunda diisiise ve
KITLG mRNA ekspresyonunda artisa sebep oldugu ve KITLG / KIT sinyal yolunun
inhibisyonunun ovaryum i¢in toksik etkileri oldugu gosterilmistir (Keating ve ark.,
2009; Keating ve ark., 2011). In vitro kiiltir ¢alismasinda VCD’nin pAKT
ekspresyonunu azalttigi bildirilmistir (Keating ve ark., 2009). VCD’nin selektif
olarak preantral folikiiller {izerine olan etkisi in vitro olarak sican ovaryum doku
kiltirinde de tespit edilmistir (Devine ve ark., 2002). Ayn1 zamanda VCD
enjeksiyonu ile olusturulan deneysel hayvan modeli; kardiyovaskiiler hastaliklar
(Mayer ve ark., 2005), diyabet ve diyabetik bobrek hasar1 (Keck ve ark., 2007),
kemik kayb1 (Wright ve ark., 2008), insiilin direnci ve metabolik sendrom (Romero-
Aleshire ve ark., 2009), neoplazma gelisimi (Craig ve ark., 2010) ve fertiliteyle

(Sahambi ve ark., 2008) iliskili perimenopozal ve postmenapozal degisiklikleri
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incelemek i¢in de kullanilmistir. VCD ile olusturulacak DOR hayvan modelinin

avantajlar1 Tablo 4’te 0zetlenmistir.

Tablo 4. VCD enjeksiyonu ile olusturulan DOR hayvan modelinin avantajlart

(Hoyer ve Sipes, 2007b; | Selektif olarak sican ve fare primordiyal ve primer folikiillerinin sayisini

Keating ve ark., 2009) apoptoz siirecini baglatarak azaltmasi

(Mayer ve ark., 2002) Uygun perimenapozal hormonal degisikliklere (6strojen, FSH, LH) sebep
olmasi

(Van Kempen ve ark., 2011) Hayvanlarda genetik degisikliklerin yapilmamasi

(Van Kempen ve ark., 2011) Cerrahi bir islem uygulanmamasi

(Mayer ve ark., 2002) Hem in vivo hemde in vitro test edilmis olmasi

(Muhammad ve ark., 2009) Cevresel dokulari etkilememesi

(Mayer ve ark., 2004) VCD enjeksiyonlarindan sonra belirlenen zaman araliklari hesaplanarak
pre-, peri-, post- menapozal evreleri iceren uzun vadeli calismalar
yapilabilir olmasi

(Van Kempen ve ark., 2011) Transgenik, knockout ve diger hayvan modelleriyle birlikte ileri ¢aligmalar
yapilabilmesi

2.7. Kontrollii Ovaryan Hiperstimiilasyon

Kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon, yardimci ireme tedavileri dahilinde
overlerden en ideal say1 ve kalitede oosit elde etmek amaci ile aynmi siklusta ¢ok
sayida folikiiliin gelistirilmesi teknigidir. Bu folikiillerden elde edilecek oositler,
embriyoloji laboratuvarinda hastanin esine ait spermler ile fertilize edilecek ve
gelistirilen embriyolar uterus igerisine yerlestirilecektir. KOH protokolleri,
hipotalamus-hipofiz-over ~ aksimin ~ tedavi  siklusu  Oncesinde  baskilanip
baskilanmamasina gore uzun ve kisa protokoller olarak ikiye ayrilir. Uzun
protokolde amag, bir dnceki siklusun midluteal doneminde gonadotropin salgilatic
hormon (GnRH) analogu kullanilarak endojen LH ve FSH’nin baskilanmasi ve
folikiil gelisiminin ekzojen gonadotropinler ile hekim tarafindan kontrol edilmesidir.
Kisa protokollerde ise GnRH analogunun uzun siireli kullanimmin getirdigi
baskilamadan kacginarak, overlerin maksimum diizeyde uyarilmasi hedeflenir. GnRH
analogunun ve ekzojen gonadotropinlerin farkli zamanlama ve farkli stirede
kullanim1 ile bircok stimiilasyon protokolii kullanilmaktadir. Uzun protokoller
arasinda standart long, ultralong ve modifiye long protokolleri siklikla tercih
edilmektedir. Kisa protokoller arasinda ise short, GnRH-agonist flare up, mikrodoz,

GnRH-antagonist protokolleri siklikla kullanilmaktadir (Niederberger ve ark., 2018).
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2.7.1. DOR Olgularinda KOH Protokolleri

Yardimer tlireme teknikleri ile DOR tedavisinde ovaryan yanitin
tyilestirilmesi, ¢cok sayida folikiiliin gelistirilmesi, ideal say1 ve kalitede oosit elde
edilmesi ve canli dogum oranlarinin artirilmasi amaciyla farkli KOH protokolleri
gelistirilmistir. Yapilan bir ¢alismada IVF sikluslarinda elde edilen oosit sayisi ile
canlt dogum arasinda anlamli sekilde korelasyon tespit edilmistir (Sunkara ve ark.,
2011b). Ayni1 ¢alismada 2 ya da 3 oosit elde edilebilen DOR olgularinda fazladan
elde edilen 1 oositin canli dogum oranini 2 kat arttirdigi rapor edilmistir ki bu veri
DOR olgularinda uygulanan tedavilerin 6nemini vurgulamaktadir (Lekamge ve ark.,
2008). Literatiirde yapilan g¢alismalara bakildiginda, DOR tedavisinde uygulanan
farkli tedavi protokolleri ile farkli klinik sonuglarin rapor edildigi ve altin standart
tedavi protokoliiniin bulunmadigi tespit edilmistir.

Ideal say1 ve kalitede oosit elde edilmesi amaciyla kullanilan ekzojen
gonadotropinlerin (FSH, LH ve HMG) DOR olgularinin tedavisinde etkinlikleri
bir¢ok calismada arastirilmistir. Farkli tip gonadotropin kullaniminin klinik sonuglari
etkilemedigi (Van Wely ve ark., 2012) ve gonadotropin doz artisinin klinik
sonuglara etkisinin olmadig1 (Lekamge ve ark., 2008) tespit edilmistir.

Retrospektif bir calismada DOR olgularinda standart long protokol, short
protokol ve GnRH antagonist protokol arasinda fertilizasyon oranlarinda fark
olmadig1 bildirilmistir (Vollenhoven ve ark., 2008). Farkli bir ¢alismada ise DOR
hasta grubunda short, long, miniflare ve antagonist protokollerinin uygulanmasinin
implantasyon, gebelik oranlar1 gibi klinik sonuglari iyilestirmede benzer etkinlikleri
oldugu one siirilmiistir (Madani ve ark., 2012). Bu konuda yapilan prospektif
caligmalar da ayni sonuglara ulasmistir (Demirol ve Gurgan, 2009; Malmusi ve ark.,
2005). Buna ek olarak 66 hastanin dahil edildigi randomize kontrollii ¢alismada
(RCT), zayif ovaryan yanithh (POR) hasta grubunda antagonist ve long protokol
uygulanan gruplar arasinda siklus iptal oranlari, stimiilasyon siiresi, toplam
uygulanan gonadotropin dozu, toplanan oosit sayisi, embriyo gelisimi, implantasyon
ve klinik gebelik oranlari yoniinden anlamli farkin bulunmadigi rapor edilmistir
(Cheung ve ark., 2005). Ayrica bir¢gok meta-analizde DOR olgularinda hangi
protokoliin daha etkin oldugu konusunda kesin sonug elde edilememistir (Franco ve

ark., 2006; Griesinger ve ark., 2006). Son olarak 2010 yilinda giincellenen 10
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RCT’nin dahil edildigi bir meta-analizde GnRH-agonist flare up, mikrodoz, long,
modifiye long ve GnRH-antagonist protokoller arasinda klinik sonuglar yoniinden

anlamli fark bulunmadig bildirilmistir (Pandian ve ark., 2010).

2.7.2. DOR Olgularinda KOH Protokollerine Eklenen Adjuvan Ajanlar
Literatiir taramasi yapildiginda, DOR’lu olgularda son 20 yilda yapilan
caligmalarda etkin tedavi protokoliiniin bulunamamasi arastirmacilar1 alternatif
yaklagimlara yonlendirmistir. Yapilan bir¢ok calismada transdermal testosteron
(Balasch ve ark., 2006; Doan ve ark., 2017; Fabregues ve ark., 2009; Mitri ve ark.,
2016), dehidroepiandrosteron (DHEA) (Chen ve ark., 2000; Jayaprakasan ve ark.,
2014; Qin ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2016), biiyiime hormonu (Bassiouny ve ark.,
2016; Dakhly ve ark., 2016; Kolibianakis ve ark., 2009; Li ve ark., 2017), koenzim
Q10 (CoQ10) (Ben-Meir ve ark., 2015; Gat ve ark., 2016; Ozcan ve ark., 2016),
aspirin (Frattarelli ve ark., 2008; Lok ve ark., 2004) gibi bir¢ok adjuvan ajan KOH
protokollerine eklenmistir. En sik tartisilan ve tedavi protokollerine eklenen adjuvan
ajanlardan biri olan DHEA nin 45 iilke, 196 merkez ve 124 700 IVF siklusunun dahil
edildigi bir ¢alismada %25 oraninda klinik kullanimimin oldugu rapor edilmistir

(Patrizio ve ark., 2015).

2.8. Dehidroepiandrosteron

DHEA adrenal bezlerde, ayrica gonad dokusu ve beyinde diiretilen bir
androjendir. DHEA nin, androstenedion, testosteron ve Ostradioliin onciilii olmakla
birlikte, pubertenin baslangicinda rol oynadigi ve artan yasla birlikte azaldig:
bilinmektedir (Sekil 19) (Gleicher ve ark., 2010a).
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Sekil 19. DHEA ve steroidojenik yolak

2.8.1. DOR Olgularinda DHEA Kullanimi

DOR olgularinda DHEA kullanimmin potansiyel yararlari hakkinda
tartismalar devam etmesine ragmen, diinyadaki bircok IVF merkezleri tarafindan
giderek daha fazla kullanilmaktadir. Literatiire bakildiginda DHEA’nin ovaryan

yanit1 arttirdig1 kabul edilen mekanizmalar Tablo 5’de 6zetlenmistir.

Tablo 5. DHEA'nin ovaryan yaniti arttirdigi kabul edilen mekanizmalar

(Casson, 2000; Casson Folikiiler gelisim ve oosit kalitesi tizerinde olumlu etkisi olan ve ayn1 zamanda
ve ark., 1998; Yan ve gonadotropinlere duyarliligi arttiran IGF-1 konsantrasyonunda artis saglar.

ark., 1997)
(Walters ve ark., 2010) | Intraovaryan androjen reseptorleri iizerinden folikiil geligimini uyarir.
(Barad ve Gleicher, LH uyarimu ile folikiiler androjen ve dstrojen iiretimini diizenler.
2006)

(Nielsen ve ark., 2011; | FSH reseptérii ekspresyonunu arttirarak, pre-antral ve kiigiik antral folikiillerin sayisini arttirir.
Prizant ve ark., 2014;)

(Zhang ve ark., 2014) Oosit ve embriyo kalitesi iizerinde olumlu etkileri olan BMP-15"in folikiiler sivi
konsantrasyonunda artig saglar.
(Gleicher ve ark., Mayoz boliinmede ig ipliklerinin yerlesimini diizenleyerek esit kromozomal dagilimi saglar.
2010a)
(Haning ve ark., 1993) | Estradiol ve testosteron prekiirsorii olarak steroidogenezi arttirir.
(Ménézo ve ark., 2010) | DHEA oositlerde DNA hasar onarimini arttirir.
(Pitteloud ve ark., 2005) | Folikiiler hiicreler ve oositlerde mitokondriyal fonksiyonu olumlu y6nde etkiler.

Konu hakkinda yapilan ilk caligmalarda, DHEA’nin IVF sikluslarinda
ovaryan yanit1 (Casson, 2000), toplanan oosit sayisin1 (Barad ve Gleicher, 2006) ve
klinik gebelik oranlarmi (Barad ve ark., 2007) arttirdig1 bildirilmistir. Yapilan bir
meta-analizde antral folikiil gelisiminde rol oynadig1 diisiinilen DHEA nin ovaryan

stimiilasyona yanit veren folikiil sayisini arttirdigi tespit edilmistir (Sunkara ve ark.,
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2011a). Ancak bu ¢aligmalarin hasta populasyonunun heterojen ve az sayida olmasi
sonuclarinin tartigilmasina yol agmustir.

Yapilan farkli bir ¢alismada, IVF tedavisi oncesi DHEA kullanan hastalarin
yaklasik %50’sinin tedaviye baglamadan 6nce spontan gebe kaldig1 bildirilmistir. Bu
calisma sonucunda DOR olgularinda DHEA’nin tek bagina kullaniminin spontan
gebelik oranini arttirabilecegi gosterilmistir (Barad ve ark., 2007). Konu hakkinda
yapilan ilk RCT’de DHEA kullanimi1 ile embriyo kalitesinde ve canli dogum
oraninda artig bildirilmistir (Wiser ve ark., 2010). Kiimiilatif data kullanilmis olmasi,
sadece ilk IVF sikluslar1 goz oOniine alindiginda canli dogum oraninda artig
gosterilememesi ve sinirli sayida hastayr dahil etmis olmasi nedeniyle yapilan
calismalar elestirilmistir (Yakin ve Urman, 2011). Yapilan meta-analizlerde DOR
olgularinda DHEA’nin rutin kullanilmasin1 desteklemek icin 1iyi tasarlanmig
RCT’lere ve DHEA etki mekanizmalarini gosteren ileri ¢alismalara ihtiyag oldugu
bildirilmistir (Bosdou ve ark., 2012; Narkwichean ve ark., 2013). Zayif ovaryan
yanita sahip 82 olgunun dahil edildigi bir ¢aligmada, gruplar arasinda FSH, E2, AFC,
AMH ve inhibin B diizeyinde anlamli farkliliklar oldugu ve bu veriler 1s181inda
KOH’a DHEA eklentisinin DOR olgular1 i¢in etkili bir segenek oldugu bildirilmistir
(Yilmaz ve ark., 2013). Aymi ¢alismada DOR hasta grubunda oosit donasyonuna
alternatif olarak IVF tedavisi oncesi DHEA kullanim1 6nerilmektedir. Yapilan en
genis RCT calismasinda ise, 208 olgunun incelendigi IVF siklusu 6ncesi 12 haftalik
DHEA kullaniminin klinik sonuglar1 etkilememesi nedeniyle DHEA nin adjuvan
olarak kullanimi 6nerilmemistir (Kara ve ark., 2014).

Calismalarin kisitlamalar1 ve yeterince giicli RCT’ nin olmamasina ragmen,
onemli yan etkilerin olmamasi, diisiik maliyetli olmasi ve spontan gebelikleri
arttirmas1  géz Online alindiginda, DHEA’nin DOR olgularinda, ovaryan
stimiilasyona yanit ve klinik sonuglar {izerinde olumlu etkileri olacagi

ongoriilmektedir.

2.9. Siklooksijenaz-2 (COX-2)
Periniiklear alanda lokalize bir enzim olan COX-2 (PTGS-2) arasidonik asiti
PGH2’ye doniistiirtir. PGH2 nin ¢esitli sentetazlar tarafindan biyolojik aktivitesine

gore terminal formasyonu belirlenir. Olusan son {irlinler farkli dokularda
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vazokonstriiksiyon, vazodilatasyon, platelet agregasyonu, kemotaksis, allerjik ve
inflamatuar mekanizmalarda rol oynar. PGH2, PGE sentaz enzimi ile PGE2'
dontsiir. PGE2 ise folikiil riiptiirii ve ovaryum duvarindaki diiz kas hiicrelerinin
kasilmas1 sonucu ovulasyon ve fertilizasyonda etkilidir. Ozetle, LH piki sonras1 artan
COX-2 graniiloza hiicrelerinde arasidonik asitten prostaglandin sentezine yol agar
(Funk, 2001). Uretilen prostaglandinler vaskiiler permeabilite, kollojenolizis,
steroidogenez, folikiil riiptiirii, liiteinizasyon ve sonugta ovulasyona yol agar. Ayni
zamanda  gonadotropinler, COX-2  gen  ekspresyonunu  diizenleyerek,

prostaglandinlerin graniiloza hiicrelerinden iiretimini kontrol edebilmektedir.

Sekil 20. COX yolagi (Shah ve Catt, 2005)

Prostaglandinlerin ovulasyon sirasinda proinflamatuar rol oynayarak
ovulasyonu tetikledigi gosterilmistir (Huslig ve ark., 1987). Birgok arastirmaci
COX-2 enzimini ovulasyon siirecinde prostaglandin sentezinin sinirlayici basamagi
olarak tanimlamistir (Barrios-Rodiles ve ark., 1999; Cipollone ve ark., 2008; Sirois
ve ark., 2004). Hayvan ¢alismalarinda KOH protokoliinde hCG enjeksiyonundan 24
saat sonra folikiiler COX-2 ekspresyon artis1 gosterilmis ve ovulasyon belirteci
olarak tammlanmistir (Hedin ve ark., 1987; Liu ve Sirois, 1998). LH piki sonrasi
folikiiler sivida, graniiloza hiicrelerinde ve teka hiicrelerinde COX-2 ekspresyon
artig1 gosterilmistir (Adriaenssens ve ark., 2010; Duffy, 2011; Wong ve Richards,
1991). Ayrica COX-2’nin oosit matiirasyonunda, folikiil riiptiiriinde ve kumulus
ekspansiyonunda 6nemli rol oynadigi tespit edilmistir (Duffy, 2011; Matsumoto ve
ark., 2001; Ochsner ve ark., 2003; Sirois ve ark., 2004). Yapilan bir ¢alismada
COX-2 inhibisyonunun fertilizasyon, desidualizasyon ve implantasyonu olumsuz

etkiledigi gosterilmistir (Matsumoto ve ark., 2001; Takahashi ve ark., 2006). Ayni
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sekilde COX-2 sinyal yolaginin genetik olarak inhibisyonu ovulasyonun
baskilanmasi ile sonuglanmistir (Hizaki ve ark., 1999; Tilley ve ark., 1999). COX-2
knockout farelerden elde edilen oositlerin in vitro fertilizasyon ve blastosist gelisim
oranimnin azaldig: tespit edilmistir (Takahashi ve ark., 2006). Si¢anlara non-steroid
anti-inflamatuar (NSAI) preparatlarmn etkilerinin gosterildigi bir ¢aligmada, folikiil
rliptliri  bazolateral folikiiler alanlarda gergeklesmis, oosit-kumulus kompleksi
ovaryan stroma igerisine salimmistir (Gaytan ve ark., 2006). Hayvanlarda yapilan
farkli bir caligmada COX-2 inhibitorii kullanimmin mayoz bdlinmeyi inhibe ederek
immatiir oosit eldesi ile sonuglandigi gosterilmistir (Duffy ve Vandevoort, 2011).
Ovulasyon tetiklenmesi sonras1 kisa siireli diisiik doz NSAI kullaniminmn ise
prematiir ovulasyon oranii azalttigi ve transfer edilen embriyo sayisini arttirdigi
gosterilmistir (Kawachiya ve ark., 2012). Farkli bir ¢alismada artan yas ile birlikte
gonadotropinlere yanitin azaldigi ve COX-2 gen ekspresyonunun arttigi gosterilmis
ve COX-2 gen ekspresyon seviyesinin embriyo kalite tayininde kullanilabilecegi

ongorilmistir (McKenzie ve ark., 2004).

2.9.1. DHEA ile COX-2 Etkilesimi

Androjen ve COX-2  birlikteligi  ilizerine  yapilan  ¢aligmalar
degerlendirildiginde, androjen / androjen reseptor yolaginin, periovulatuar graniiloza
hiicrelerinde COX-2 ekspresyonu yoluyla ovulatuvar siiregte yer aldig1 gosterilmistir
(Yazawa ve ark., 2013). Graniiloza hiicre kiiltiirii ¢alismasinda ise DHEAS’nin
COX-2 ve androjen reseptor (AR) ekspresyonlarini arttirdigi, Ostrojen reseptor beta
(ER P) ekspresyonlarini azalttigi tespit edilmistir (ELBeltagy ve ark., 2007). Farkli
bir calismada siganlarda prenatal testosteron enjeksiyonu ile olusturulmus polikistik
over sendromu modelinde over dokusunda COX-2 protein ekspresyon artisi
gozlenmistir (Amalfi ve ark., 2012). Folikiilogenez indiiksiyonunun tek doz DHEA
ve koryonik gonadotropin ile yapildigi bir ¢alismada ise hiperandrojenik kosulda
indiiklenen folikiilogenez sonrasi over dokusu COX-2 ve protaglandin E mRNA ile
protein ekspresyonlarinin arttigi gosterilmistir (Velez ve ark., 2015). Farelerde erken
gebelik siirecinde uygulanan DHEA nin uterus dokularinda COX-2 ekspresyonunu
arttirdig1 tespit edilmistir (Luchetti ve ark., 2008). Androjenlerin farkli dokularda

COX-2 iizerine olan etkisini degerlendiren calismalarda, epididimis ve testikiiler
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Leyding hiicrelerinde COX-2 ekspresyonunun artigsina sebep oldugu gosterilmistir
(Cheuk ve ark., 2000; Neeraja ve ark., 2003). Son olarak, romatoid artrit ve kortikal
hasar modellerinde yapilan c¢alismalar, DHEA'nin COX-2 mRNA veya PGE2
ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (Malik ve ark., 2003; Sun ve ark., 2006).

2.10. Calismanin Amaci

Bu c¢alismada, diisik ovaryan rezerv olgularinda, kontrollii ovaryan
stimulasyon protokoliine eklenen DHEA’nin ovaryan folikiillerin gelisimine etkisi
ovaryan mikrogevre diizeyinde COX-2 expresyonu tlizerinden gerceklesir
hipotezinden yola ¢ikilarak; sican diisiik ovaryan rezerv modeli olusturulmus ve
kontrol deneklerde DHEA’nin tek basma ve kontrollii ovaryan stimulasyon
protokolii ile birlikte kullaniminin ovaryan folikiil gelisimi ve COX-2 gen

ekspresyon diizeyi lizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmigtir.
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlar

Calismanmiza Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun 11.07.2018 tarih, B.30.2.ULU.0.87.00.00/81 sayil1 ve 2018-09/02 karar
nolu onay1 sonrasinda baslandi. Caligsmada kullanilan 75 adet 60 giinliik, 160-180 gr
agirhiginda Spraque Dawley cinsi disi sican Bursa Uludag Universitesi Deney
Hayvanlar1 Yetistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden (DEHYUAM) temin
edildi. Sicanlar su ve besin kisitlamas1 yapilmaksizin, 12 saatlik aydinlik/ karanlik
dongiisiinde DEHYUAM’de standart kafeslerde takip edildi. Tiim deney prosediirleri
DEHYUAM ve Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dali’ndaki arastirma laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.2. Deney Gruplar
Calismada kullanilacak her bir denegin farkli over rezervine sahip olabilecegi
gdz Oniinde bulunduruldu. Homojen dagilim gosteren over rezervine sahip
deneklerin ¢alismaya dahil edilebilmesi i¢in ¢alisma baslangicinda deneklerin serum
AMH diizeyleri enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) yontemi kullanilarak
belirlendi. Serum AMH degerleri %25 ile %75’lik persentil arasinda tespit edilenler
calismaya dahil edildi. Bu aralik disinda kalan denekler ¢alisma disinda birakildi.
Calismaya dahil edilen denekler her gruptaki denek sayisi 5 olacak sekilde
randomize olarak 15 gruba ayrildi (Tablo 5):
e Kontrol Grubu (n=5): Deneyin 0. giinii serum AMH diizeyi 6lgiimii sonrasi
sakrifiye edilen denekler
e VCD Grubu (n=5): VCD enjeksiyonlart (15 giin) sonrasi sakrifiye edilen
denekler
e VCD+DHEA Grubu (n=5): Sirasiyla; VCD enjeksiyonlar1 (15 giin) ve
DHEA enjeksiyonlar1 (45 giin) sonrasi sakrifiye edilen denekler
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VCD+DHEA+KOH Grubu (n=5): Sirasiyla; VCD enjeksiyonlari (15 giin),
DHEA enjeksiyonlar1 (45 giin) ve KOH protokoli (9 giin) uygulanmasi
sonrasi sakrifiye edilen denekler

VCD+DHEA+SF Grubu (n=5): Sirasiyla; VCD enjeksiyonlar1 (15 giin),
DHEA enjeksiyonlar1 (45 giin) ve SF enjeksiyonlari (9 giin) sonrasi sakrifiye
edilen denekler

VCD+DMSO Grubu (n=5): Sirasiyla; VCD enjeksiyonlar1 (15 giin) ve
DMSO enjeksiyonlari (45 giin) sonrasi sakrifiye edilen denekler
VCD+DMSO+KOH Grubu (n=5): Sirasiyla; VCD enjeksiyonlar1 (15 giin),
DMSO enjeksiyonlart (45 giin) ve KOH protokolii (9 giin) uygulanmasi
sonrast sakrifiye edilen denekler

VCD+DMSO+SF Grubu (n=5): Sirasiyla; VCD enjeksiyonlart (15 giin),
DMSO enjeksiyonlar1 (45 giin) ve SF enjeksiyonlar1 (9 giin) sonrasi sakrifiye
edilen denekler

DMSO Grubu (n=5): DMSO enjeksiyonlar1 (15 giin) sonrasi sakrifiye
edilen denekler

DMSO+DHEA Grubu (n=5): Sirasiyla; DMSO enjeksiyonlar1 (15 giin) ve
DHEA enjeksiyonlari (45 giin) sonrasi sakrifiye edilen denekler
DMSO+DHEA+KOH Grubu (n=5): Sirasiyla; DMSO enjeksiyonlar1 (15
giin), DHEA enjeksiyonlar1 (45 giin) ve KOH protokolii (9 giin) uygulanmasi
sonrasi sakrifiye edilen denekler

DMSO+DHEA+SF Grubu (n=5): Sirasiyla; DMSO enjeksiyonlar1 (15 giin),
DHEA enjeksiyonlar (45 giin) ve SF enjeksiyonlari (9 giin) sonrasi sakrifiye
edilen denekler

DMSO+DMSO Grubu (n=5): Sirastyla;, DMSO enjeksiyonlart (15 giin) ve
DMSO enjeksiyonlari (45 giin) sonrasi sakrifiye edilen denekler
DMSO+DMSO+KOH Grubu (n=5): Sirastyla; DMSO enjeksiyonlart (15
giin), DMSO enjeksiyonlar1 (45 giin) ve KOH protokolii (9 giin) uygulanmasi
sonrasi sakrifiye edilen denekler

DMSO+DMSO+SF Grubu (n=5): Sirasiyla; DMSO enjeksiyonlar1 (15 giin),
DMSO enjeksiyonlari (45 giin) ve SF enjeksiyonlari (9 giin) sonrasi sakrifiye

edilen denekler
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3.3. Kimyasal Maddeler ve Uygulanmasi

Enjeksiyonlarin dozlar1 ve uygulama yontemleri Tablo 6’da belirtildigi
sekilde, literatiirler géz onlinde bulundurularak, her giin ayn1 zaman araliginda (saat
08:00-10:00) gerceklestirildi. ila¢ dozlarmi belirlemek icin sicanlarin viicut
agirliklar haftalik olarak belirlendi.

Tablo 6. ilag Enjeksiyonlart

Etken madde Coziicii madde Doz Siire Uygulama yolu
4-Vinylcyclohexene Diepoxid (VCD) 160 mg/kg/giin .
(Sigma, Kat.No: 94956-100ml) DMSO (Imko) | (e ve ark,, 2012) | 15 &0n Subkutan
Dimetil Siilfoksit (DMSO) (VCD sham) ) 1 ml/kg/giin .
(Sigma, Kat.No: 472301-500ml) (Frye ve ark,, 2012) | 1°&in Subkutan
L . . 60 mg/kg/giin
Dihidroepiandrostenedion (DHEA) .
(Sigma, Kat.No: D4000-25g) DMSO (1ml/kg) (Haszsgl\ge) ark., 45 giin Subkutan
ST . 1 ml/kg/giin
Dimetil Siilfoksit (DMSO) (DHEA sham) ) .
(Sigma, Kat.No: 472301-500ml) (Haszsgl‘ge) ark, | 45 giin Subkutan
Gonadotropin Salgilatict Hormon (GnRH) 1.5 ng/100 g/giin ‘
Agonisti - (Gong ve ark., 7 giin Intraperitoneal
(Lucrin, Abbott) 2015)
. 5 1U/100 g/giin
Gebe Kisrak Serum Gonadotropini (PMSG) } . : .
(Prospecbio, Kat.No: HOR-272) (Gog%]\-ISe)ark., 1 giin Intraperitoneal
: . 10 1U/100 g/giin
Insan Koryonik Hormon (hCG) } . ; .
(Ovitrelle, Merck-Serono,) (Gong ve ark., 1 giin Intraperitoneal
2015)
KOH protokoliiyle
. E B esit volim .. ; .
Serum Fizyolojik (SF) (KOH sham) (Gong ve ark., 7 giin Intraperitoneal
2015)

3.4. DOR Hayvan Modeli Olusturulmasi

Calismamizda DOR hayvan modeli 15 giin boyunca, 160 mg/kg/gilin dozunda
subkiitan VCD enjeksiyonu ile olusturuldu (Frye ve ark., 2012). DOR hayvan
modelinin gergeklestiginin dogrulanmasi; ovaryan doku kesitlerinde gelisimin farkli
evrelerindeki folikiil sayilarinin histolojik degerlendirmesi yapilarak gerceklestirildi.
Normal over rezervine sahip olacak deneklere VCD yerine VCD ile ayni voliim ve

stirede DMSO (I1ml/kg/giin) enjeksiyonu yapildi.

3.5. Ostrus Siklus Evrelerinin Saptanmasi

Deneklerin 6strus siklus evrelerinin saptanmasi igin vajinal smear sitolojik
incelemesi yapildi. Yayma fircalari ile alinan vaginal siiriintii lama yayilarak metanol
ile 5 dk fiksasyon islemi gergeklestirildi. Ardindan hematoksilen-eozin (H&E)

boyama protokolii ile boyanan Ornekler kurumaya birakildi. Sonrasinda lamel ile
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kapatilip, mikroskop altinda incelendi ve Ostrus evreleri Tablo 7°deki tanimlamalara

gore belirlendi.

Tablo 7. Ostrus Siklus Evreleri

Prodstrus evresi Niikleuslu epitel hiicrelerinin yogun olarak gozlendigi, 16kositlerin gbzlenmedigi preparatlar

Ostrus evresi %75 niikleuslu siiperfisiyal ve %25 keratinize stiperfisiyal hiicre gozlenen preparatlar
Metostrus evresi Niikleuslu ve kornifiye hiicreler etrafinda ¢ok miktarda lokosit gozlenen preparatlar
Didstrus evresi Yaygin olarak 16kositlerin gozlendigi preperatlar

3.6. Deneklerden Kan Orneklerinin Alinmasi

Deneklerden kan 6rnekleri sevofluran inhalasyon anestezisi altinda retro-orbital
olarak alindi. Anestezi altindaki deneklerin kafatasi ve c¢enesinden tutularak basi
sabitlendi, isaret parmagi ile list g6z kapagi geri ¢ekilip, middorsal yaklasimla orbital
vendz pleksuslar mikrokapillar tlip yardimiyla yirtilarak kanin deney tiipline dolmasi
saglandi. Her denekten 500 pl kan ornegi ince mikrokapiller tiipiin kapilleritesi

sayesinde toplandi.

3.7. Kontrollii Ovaryan Hiperstimiilasyon Protokolii

Birbirini takip eden 2 diizenli dstrusa sahip olan deneklerin kontrollii ovaryan
hiperstimiilasyonunda GnRH agonist long protokol kullanildi. Vaginal smear
sonuglarima gore Ostrus periyodunun 3. giinii (prodstrus evresi) KOH protokoliine
baslandi. Siklusun 3-9. giinleri arasinda 1.5 pg/100g/giin dozunda giinde bir kez
intraperitoneal GnRH agonist enjeksiyonu yapildi. Siklusun 9. giinii 5 1U/100g tek
doz PMSG intraperitoneal olarak uygulandi. Enjeksiyonlarin son dozundan 28 saat
sonra 10 TU/100g intraperitoneal hCG enjeksiyonu yapilarak ovulasyon tetiklendi
(Gong ve ark., 2015).

KOH-Sham alt gruplarinda vaginal smear sonuglarina gore Ostrus
periyodunun 3-9. giinleri boyunca ve son dozdan 28 saat sonra siganlara KOH

protokoliinde uygulanan ajanlarin yerine ayn1 voliimde SF enjeksiyonu yapildi.

3.8. Deneklerin Sakrifikasyonu ve Doku Eldesi

Denekler enjeksiyonlar sonrasinda ovaryan sikluslarinin ostrus evresinde
sakrifiye edildi. Sevofluran inhalasyon anestezisi altinda deneklerin batin boslugu ve
torakslariin agilmasmin ardindan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) tekniginde
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kullanilmak {tizere unilateral sag ooferektomi uygulandi ve alinan 6rnek mRNA
degredasyonunu engellemek igin -80°C ultra derin dondurucuda muhafaza edildi.
Ardindan deneklerde perfiizyon fiksasyon yontemi gercgeklestirildi. Bu yontemde
perfiizyon pompasina bagl kateter deneklerin aortasina yerlestirildi ve uygun
basingta SF verilerek dolasimdan kan temizlendi. Sonrasinda dolasima %4’lik
paraformaldehit soliisyonu verilerek fiksasyon islemi tamamlandi. Perfiizyon
fiksasyon islemi ardindan histokimyasal boyama tekniklerinde kullanilmak tizere sol
ovaryumun diseksiyonu gercgeklestirildi. Diseksiyon sonrast ovaryum dokusunun
%4’lik paraformaldehit igerisinde 3 giin boyunca immersiyon fiksasyonu

gerceklestirildi.

3.9. Doku Takibi
Fiksasyon sonrasi ovaryum dokular1 morfolojik olarak degerlendirilmek i¢in
doku takibine alindi. Doku takibi Tablo 8’de belirtildigi sekilde gergeklestirildi ve

dokular parafin bloklara gomiildii.

Tablo 8. Doku Takip Protokolii

1 %350’1ik alkol 2 saat
2 %70’lik alkol 2 saat
3 %90’lik alkol 2 saat
4 %96’1ik alkol-I 2 saat
5 %96°lik alkol-11 Gece boyu
6 Ksilen-1 1,5 saat
7 Ksilen-I1 1,5 saat
8 Parafin-I 1,5 saat
9 Parafin-II 1,5 saat
10 Parafin-I11 1 saat
11 Parafine Gobmme

3.10. Kesit Alinmasi

H&E boyamasinda kullanilmak iizere parafin bloklardan mikrotom (Leica

RM2245) yardimi ile 5 um kalinliginda seri kesitler alindu.

3.11. Hematoksilen-Eozin Boyamasi
Parafin kesitler 60°C’lik etiivde gece boyunca bekletilip, ksilen ile
deparafinize edildikten sonra boyama protokoliine baslanildi. H&E boyamasi Tablo

9’da belirtildigi sekilde gergeklestirildi.
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Tablo 9. Hematoksilen Eozin Boyama Protokolii

1 %96’ 11k alkol 3dk

2 %90’k alkol 3dk

3 %70’k alkol 3dk

4 Su 3dk

5 Harris’in Hematoksileni 10 dk

6 Su Suyun rengi seffaf olana kadar
7 Asit alkol 1-2 dips

8 Su 3dk

9 Amonyakl su 1-2 dips

10 Su 3dk

11 Eozin-2-5 dk 2-5dk

12 Su Suyun rengi seffaf olana kadar
13 %70’lik alkol 7 dips

14 %9011k alkol 7 dips

15 %96’ 11k alkol 7 dips

16 Ksilen-I 20 dk

17 Ksilen-11 20 dk

18 Kapatma

3.12. Ovaryan Folikiil Sayimm

H&E ile boyanan ovaryum doku kesitlerinde ovaryan folikiil sayimi, 1s1k
mikroskobu yardimiyla gergeklestirildi. Parafin bloklarda baslangi¢c kesiti en az 4
sekonder folikiiliin bulundugu kesit olarak belirlendi. Folikiil sayimi baslangi¢
kesitinden itibaren ve degerlendirilmek iizere ayrilan her kesit arasinda 10’ar kesit
atlanarak elde edilen 5 kesit lizerinde yapildi.

Folikiillerin morfolojik siniflandirilmas: graniiloza hiicre (GH) sekli ve hiicre

katman sayis1 goz oniine alinarak Tablo 10°da belirtildigi sekilde degerlendirildi.

Tablo 10. Ovaryan Folikiil Siniflandirmasi

Primordiyal Folikiil Tek katl1 yass1 pregraniiloza hiicre katmani

Unilaminer Primer Folikiil Tek katl kiibik graniiloza hiicre katmani

Multilaminer Primer Folikiil | >2 sirali kiibik graniiloza hiicre katmani ve antral bosluk yok

Sekonder Folikiil >5 sirali graniiloza hiicre, antral bosluklu, belirgin teka tabakali

Graaf Folikiil Kumulus-oosit kompleksi, tek antral bogluk ve belirgin teka tabakali
Atretik Folikiil Pargalanmis oosit ve parg¢alanmis ya da kaybolmus graniiloza hiicre katmani

3.13. Gen Ekspresyon Analizi
Sakrifikasyon asamasinda elde edilen sag ovaryum dokulari homojenize

edildi ve sonrasinda COX-2 gen ekspresyon analizleri gerceklestirildi.
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3.13.1. RNA Eldesi

Tiim deneklere ait 75 adet ovaryum doku homojenatindan “Quick-RNA TM
MicroPrep” (katalog no:732-6820, AurumTM Total RNA Mini Kit, U.S.A) ticari kit
yardimi ile RNA izolasyonu gergeklestirildi. Kit icerigindeki lizis ve yikama
tamponlarina ek olarak, DNase I enzimi uygulamasi {iretici firmanin protokolii takip
edilerek RNA izolasyonu gerceklestirildi. izole edilen RNA 6rnekleri degredasyonu
engellemek amaciyla -80 °C ultra derin dondurucuda RNA saflik tayini yapilincaya

kadar muhafaza edildi.

3.13.2. RNA Saflik Tayini

cDNA eldesi sirasinda tiim drnekleri ayn1 yogunlukta reaksiyona tabi tutmak
amacityla elde edilen RNA Orneklerinin miktar ve kalite tayini yapildi.
Spektrofotometrik yontem kullanilarak O.D. 260/ O.D. 280 orami 1,7-1,8 olarak

okunan O6rneklerin RNA’lar saf olarak kabul edildi.

3.13.3. cDNA Eldesi

Saflik tayini ardindan uygun olan orneklerin ¢cDNA eldesi, “SensiFAST
cDNA Synthesis Kit” (katolog no: BIO-65053, BIOLINE LIFE SCIENCE COMP.,
U.S.A) ticari kiti yardimi ile gergeklestirildi. Her bir 6rnek icin, 5X TransAMP
Buffer 4ul Reverse Trascriptase enzimi 1ul, 100 ng/ul olacak sekilde 6rnek miktart
ve toplam reaksiyon hacimi 20 pl’ye dH2O ile tamamlandi. Enzim aktivasyon
kosullar1 olarak; 25°C’de 10 dakika—ilk baglanma, 42°C’de 15 dakika — revers
transkripsiyon, 85°C’de 5 dakika—enzim inaktivasyonu ve 4°C’de reaksiyon
sonlanmasi olarak kit iiretici firma protokolii uygulandi. Elde edilen cDNA 6rnekleri

calisma zamanina kadar -20°C’de saklandi.

3.13.4. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Elde edilen cDNA orneklerinden, RT-PCR c¢alismasinda ii¢ tekrarli olmak
tizere COX-2 geni calisildi. “The SensiFAST™ SYBR® Hi-ROX Kit” (Katolog no:
B10-92020, Bioline Life Science Comp., U.S.A) ticari kit yardimi ile gen ekspresyon
analizi SYBR Green metodu ile gergeklestirildi. Kit iceriginde yer alan; 2x
SensiFAST SYBER Hi-ROX Mix 10ul, 10uM konsantrasyonunda olarak sekilde
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Forward ve Revers Primerler (0,4 pl), cDNA 06rnegi ve toplam reaksiyon hacmi 10

ul’ ye dH20 ile tamamlandi. Primer dizileri Tablo 11’ de verilmistir.

Tablo 11. Genlere ait primerler dizaynlari

Gen Primer Dizi Bilgisi Beklenen Gen Uriinii
COX-2 Forward - 5°- ATGACGAGCGACTGTTCCAA - 3' 102 BP

Reverse - 5’- TGAAGTGGTAACCGCTCAGG -3'
Glyceraldehyde-3-phosphate Forward - 5°- TGTGAACGGATTTGGCCGTA -3' 149 BP
dehydrogenase (GAPDH) Reverse - 5’- TGAACTTGCCGTGGGTAGAG - 3'

Hazirlanan reaksiyon karigimi polimeraz zincir reaksiyonu gerceklestirilmek
tizere, 96 Ornek analizi gerceklestirilebilen seffaf kuyucuklar iceren plakaya
yiiklendi. Bio-Rad CFX connect Real-Time PCR Detection System (BIORAD, BD)
kullanilarak o6rneklerin yiiklendigi plakalarda enzimatik reaksiyon ve 465-510 nm
dalga boyunda Olclimler ile prob 1s1ma oranina bagimli olarak ekspresyon seviye
tayini gerceklestirildi. Polimer aktivasyonu (95°C’de 2 dakika), denatiirasyon
(95°C°de 5 saniye), polimer baglanma (65°C’de 20 saniye) ve uzama olarak 40
tekrarlayan dongii kit tretici firma protokolii uygulandi. Tiim 6rnekler ayr1 olarak
COX-2 geni ekspresyon seviyesi, referans gen olan “gliseraldehit 3 fosfat
dehidrogenaz (GADPH)” ekspresyonuna gore goreceli olarak 2-AACT ydntemine

gore hesaplandi.

3.14. ELISA

Serum AMH diizeyleri “enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)”
yontemine dayanan ticari kitlerle (katalog no: ER0260 Fine Test Rat AMH ELISA
Kit, CHINA) iiretici onerilerine gore ol¢iildi. Bu prosediirde, 6rnekler ve standartlar
antikorlar1 ile kaplanmis ELISA plak ¢ukurlarina mikropipet araciligi ile yiiklendi.
Uretici firmanin  protokolii takip edildi, kromojen substrat soliisyonlarmin
eklenmesinin ardinan, Ornekler 450 nm dalga boyunda spektofotometrik olarak

olgiildii. Orneklerdeki AMH konsantrasyonlar: standart egriye gore hesapland.
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3.15. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz SPSS v.23 (IBM) yazilimi kullanilarak gerceklestirildi.
Parametrik dagilim gosteren verilere sahip 2 grup arasindaki karsilastirmalarda
Student t testi, 2’den fazla grup arasindaki karsilagtirmalarda ise One-Way ANOVA
testi kullanildi. Non-parametrik dagilim gosteren verilerde; 2 grup arasindaki
karsilagtirmalarda Mann Whitney U testi, 2’den fazla grup arasindaki
karsilastirmalarda ise Kruskal Wallis Testi kullanildi.

Ekspresyon analizleri i¢in web tabanli Qiagen PCR-Data Analiz (RT? profiler
PCR array data analysis version 3.5) programindan yararlanildi. Dozlar arasinda
COX-2 ekspresyon diizeyindeki degisimleri ifade eden, ekspresyon kat degisim orani
grafikleri olusturuldu. Qiagen PCR-Data Analiz sisteminde 22¢T degerlerinden
Student t testi araciligiyla gen ekspresyon kat degisim oranlarinin p degerleri
belirlendi. Sonuglar %95°’lik giiven araliginda ve anlamlilik p<0.05 diizeyinde

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Agirhik Olciimleri

4.1.1. Viicut Agirhik Olgiimleri
Calisma kapsaminda tiim gruplardaki deneklerin VCD/DHEA/KOH/DMSO
enjeksiyonlarinin baslangic ve bitis giinti viicut agirlik dlgtimleri gergeklestirildi ve

karsilastirildi.

4.1.1.1. Kontrol, Diisiik Over Rezervine Sahip ve Normal Over Rezervine Sahip

Deneklerin Viicut Agirhk Ol¢iimleri

Kontrol grubu denekleri ¢aligmanin baslangicinda viicut agirliklart 6l¢iilerek
herhangi bir enjeksiyon yapilmaksizin sakrifiye edildi. VCD ve DMSO grubu
deneklerin enjeksiyonlar1 6ncesi ve sonrasi ortalama viicut agirliklar: hesaplandi.
Enjeksiyonlarin baslangi¢ giinii deneklerin ortalama viicut agirliklar1 Kontrol, VCD
ve DMSO gruplari i¢in sirasiyla 174,3+£7,7 gr; 182,3+8,5 gr ve 177,8+8,1 gr olarak
tespit edildi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi belirlendi
(p=0.62). Enjeksiyonlarin bitig giinii (¢aligma baslangic1 sonrasindaki 15. giin) ise
VCD ve DMSO gruplart i¢in viicut agirlik ortalamalar1 sirasiyla 201,44+7,3 gr ve
199,4+6,7 gr olarak hesaplandi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
olmadigi tespit edildi (p=0.54) (Tablo 12, Grafik 1).

Tablo 12. Kontrol, VCD ve DMSO gruplarina ait deneklerin enjeksiyon baslangici ve bitiminde viicut
agirlik ortalamalari

Kontrol VCD DMSO e e
Grubu Grubu Grubu
Enjeksiyonlarin baslangi¢ 174,3+7,7 182,3+8.5 177,848,1 0.62
giini agirlik (gr)* T T T '
Enjeksiyonlarin biti 201,4+73 199,4:6,7 0.54
giini agirlik (gr)* T Y '

*Veriler ortama agirlik+ Standart Deviasyon (SD) olarak verildi.
**Gruplar aras1 karsilastirmalarda One-Way ANOVA testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

*#*]kili grup karsilastirmalarinda Post Hoc Tukey testi kullanild, p<0.05 istatistiksel olarak anlamh kabul edildi.
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Grafik 1. Kontrol, VCD ve DMSO gruplarna ait deneklerin enjeksiyon baslangici ve bitiminde viicut
agirlik ortalamalari

4.1.1.2. Diisiik Over Rezervine Sahip ve Normal Over Rezervine Sahip
Deneklerde DHEA Etkinliginin Degerlendirildigi Gruplarin Viicut Agirhk
Olciimleri

Deneklerin DHEA ya da DMSO enjeksiyonlar1 Oncesi ve sonrasi viicut
agirlik ortalamalar1 hesaplandi. Enjeksiyonlarin baslangi¢ giinii deneklerin ortalama
viicut agirliklart degerlendirildiginde; VCD+DHEA, VCD+DMSO, DMSO+DHEA
ve DMSO+DMSO gruplari i¢in sirastyla 202,14+5,9 gr, 198,3+7,2 gr, 204,2+6,3 gr ve
201,8+4,3 gr olarak tespit edildi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
olmadig belirlendi (p=0.32). 45 giin sonrasinda bu gruplar i¢in enjeksiyonlarin bitis
giiniinde aymi gruplar icin viicut agirlik ortalamalar sirasiyla 245,1+8,6 gr,
239,3+6,9 gr, 241,6+£7,1 gr ve 237,9+7,6 gr olarak hesaplandi. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark olmadig: tespit edildi (p=0.46) (Tablo 13, Grafik 2).

Tablo 13. VCD+DHEA, VCD+DMSO, DMSO+DHEA ve DMSO+DMSO gruplarina ait deneklerin
DHEA ya da DMSO enjeksiyon baglangici ve bitiminde viicut agirlik ortalamalari

VCD+DHEA VCD+DMSO DMSO+DHEA DMSO+DMSO | ...
Grubu Grubu Grubu Grubu P
Enjeksiyonlarin baslangig

202,1£5,9 198,3+7,2 204,2+6,3 201,8+4,3 0.32

giini agirlik (gr)*
Enjeksiyonlarin bitis

245,1£8,6 239,3+6,9 241,6+7,1 237,947,6 0.46

giini agirlik (gr)*

*Veriler ortama agirlik+ SD olarak verildi.

**QGruplar arasi karsilagtirmalarda One-Way ANOVA testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

#**]kili grup karsilastirmalarinda Post Hoc Tukey testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Grafik 2. VCD+DHEA, VCD+DMSO, DMSO+DHEA ve DMSO+DMSO gruplarina ait deneklerin
DHEA ya da DMSO enjeksiyon baslangict ve bitiminde viicut agirlik ortalamalari
4.1.1.3. Diisiik Over Rezervine Sahip ve Normal Over Rezervine Sahip
Deneklerde DHEA ya da DMSO Enjeksiyonlar1 Sonrasi Uygulanan KOH
Protokolii Etkinliginin Degerlendirildigi Gruplarin Viicut Agirhik Olgiimleri
Deneklerin KOH protokolii ya da SF enjeksiyonlar1 6ncesi ve sonrasi viicut
agirlik ortalamalart hesaplandi. Enjeksiyonlarin baslangi¢ giinii deneklerin ortalama
viicut agirliklart  degerlendirildiginde VCD+DHEA+KOH, VCD+DHEA+SF,
VCD+DMSO+KOH, VCD+DMSO+SF, DMSO+DHEA+KOH, DMSO+DHEA+SF,
DMSO+DMSO+KOH ve DMSO+DMSO+SF gruplart i¢in sirastyla 244,1+7,9 gr,
246,6+4,1 gr, 240,7£7,8 gr, 239,14£5,1 gr, 243,3+6,9 gr, 238,7+5,1 gr, 240,34+8,1 gr
ve 238,6+6,5 gr olarak tespit edildi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
olmadig: belirlendi (p=0.24). Enjeksiyonlarin bitis giinii ise ayn1 gruplar i¢in viicut
agirlik ortalamalar sirasiyla 249,345,1 gr, 251,3+£5,3 gr, 243,4+5,2 gr, 242,1+6,2 gr,
246,6+4,3 gr, 242,3+6,8 gr, 244,1+6,4 gr ve 245,6+4,9 gr olarak hesaplandi. Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadig: tespit edildi (p=0.52) (Tablo 14,
Grafik 3).
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Tablo 14. VCD+DHEA+KOH, VCD+DHEA+SF, VCD+DMSO+KOH, VCD+DMSO+SF,
DMSO+DHEA+KOH, DMSO+DHEA+SF, DMSO+DMSO+KOH ve DMSO+DMSO+SF gruplarina
ait deneklerin KOH protokolii ya da SF enjeksiyonlar1 baglangici ve bitiminde viicut agirlik
ortalamalari

VCD VCD VCD VCD DMSO DMSO DMSO DMSO

+ + + + + + + +

DHEA DHEA DMSO DMSO DHEA DMSO DHEA DMSO p
+ + + + + + + + -

KOH SF KOH SF KOH SF KOH SF

Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu

Enjeksiyonlarin

baglangic glinil | 2441479 | 246,624,1 | 240,747,8 | 239,145,1 | 243,3£6,9 | 238,7+5,1 | 240,3+8,1 | 238,6+6,5 | 0.24
agirlik (gr)*

Enjeksiyonlarin

bitis giini 249.3+5,1 | 251,3+53 | 243,4452 | 242,146,2 | 246,6+43 | 242,346,8 | 244,1+64 | 2456449 | 0.52
agirlik (gr)*

*Veriler ortama agirlik+ SD olarak verildi.
**Gruplar arasi karsilagtirmalarda One-Way ANOVA testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
***]kili grup karsilastirmalarinda Post Hoc Tukey testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Grafik 3. VCD+DHEA+KOH, VCD+DHEA+SF, VCD+DMSO+KOH, VCD+DMSO+SF,
DMSO+DHEA+KOH, DMSO+DHEA+SF, DMSO+DMSO+KOH ve DMSO+DMSO+SF gruplarina
ait deneklerin KOH protokolii ya da SF enjeksiyonlar1 baglangici ve bitiminde viicut agirlik
ortalamalari
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4.1.2. Ovaryum Agirhk Olgiimleri
Calisma kapsaminda tiim gruplardaki deneklerin enjeksiyonlarinin ardindan
sakrifikasyonlar1 sonrasi bilateral ovaryum agirliklar1 olgiilerek, gruplar arasinda

ovaryum agirliklar1 karsilastirildi.

4.1.2.1. Kontrol, Diisiikk Over Rezervine Sahip ve Normal Over Rezervine Sahip
Deneklerin Toplam Ovaryum Agirhk Olciimleri

Kontrol grubu denekleri calismanin baslangicinda herhangi bir enjeksiyon
yapilmaksizin sakrifiye edildi ve toplam ovaryum agirliklart hesaplandi. VCD ve
DMSO Grubu deneklerin  enjeksiyonlarmin  tamamlanmasmin  ardindan
sakrifikasyonlar1 gergeklestirildi ve bilateral ovaryum agirliklar1 degerlendirilerek
ortalama ovaryum agirliklar1 hesaplandi. Deneklerin ortalama ovaryum agirliklar
degerlendirildiginde Kontrol, VCD ve DMSO gruplari i¢in sirasiyla 0,139+0,019 gr;
0,131£0,011gr ve 0,136+0,014 gr olarak tespit edildi. Gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark olmadigi belirlendi (p=0.17) (Tablo 15, Grafik 4).

Tablo 15. Kontrol, VCD ve DMSO gruplarina ait deneklerin toplam ovaryum agirlik 6l¢iimleri

Kontrol VCD DMSO -
Grubu Grubu Grubu P
Toplam ovaryum agirlig: (gr)* 0,139+0,019 0,131+0,011 0,136+0,014 0.17

*Veriler ortama agirlik+ SD olarak verildi.
**Gruplar arasi karsilagtirmalarda One-Way ANOVA testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
***[kili grup kargilastirmalarinda Post Hoc Tukey testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Grafik 4. Kontrol, VCD ve DMSO gruplarina ait deneklerin toplam ovaryum agirlik dl¢iimleri
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4.1.2.2. Diisiik Over Rezervine Sahip ve Normal Over Rezervine Sahip
Deneklerde DHEA Etkinliginin Degerlendirildigi Gruplarin Toplam Ovaryum
Agirhk Olciimleri

Deneklerin DHEA ve DMSO enjeksiyonlarinin tamamlanmasinin ardindan
sakrifikasyonlar1 gerceklestirildi ve bilateral ovaryum agirliklart degerlendirilerek
ortalama ovaryum agirliklar1 hesaplandi. Deneklerin ortalama ovaryum agirliklari
degerlendirildiginde VCD+DHEA, VCD+DMSO, DMSO+DHEA  ve
DMSO+DMSO gruplart i¢in sirastyla 0,206+0,014 gr, 0,142+0,019 gr, 0,214+0,021
gr ve 0,144+0,012 gr olarak tespit edildi. DHEA enjeksiyonu yapilan diisiik ve
normal over rezervine sahip denekleri temsil eden VCD+DHEA grubu ve
DMSO+DHEA grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadig: belirlendi
(p=0.19). Aynm1 sekilde DMSO enjeksiyonu yapilan diisiikk ve normal over rezervine
sahip denekleri temsil eden VCD+DMSO grubu ve DMSO+DMSO grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark olmadig tespit edildi(p=0.24). Ancak VCD+DHEA
grubu deneklerin ortalama ovaryum agirliklarinin VCD+DMSO grubu deneklere
kiyasla istatistiksel olarak anlamli fazla oldugu belirlendi (p=0.01). Aym sekilde
DHEA enjeksiyonu yapilan DMSO+DHEA grubu deneklerin ortalama ovaryum
agirliklarimin, DHEA enjeksiyonu yapilmayan DMSO+DMSO grubu deneklere
kiyasla istatistiksel olarak anlamli fazla oldugu saptandi (p=0.02) (Tablo 16, Grafik
5).

Tablo 16. VCD+DHEA, VCD+DMSO, DMSO+DHEA ve DMSO+DMSO gruplarina ait deneklerin
toplam ovaryum agirlik 6l¢timleri

VCD+DHEA VCD+DMSO DMSO+DHEA DMSO+DMSO
Grubu Grubu Grubu Grubu p
Toplam ovaryum 0,206+0,014% 0,142+0,019° 0,214+0,021° 0,14420,012° 0.02
agirhig (gr)*

*Veriler ortama agirlik+ SD olarak verildi.

**QGruplar arasi karsilagtirmalarda One-Way ANOVA testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
#**{kili grup karsilastirmalarida Post Hoc Tukey testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
 Farkl harfler ikili grup karsilagtirmalarinda istatistiksel olarak anlamli farki géstermektedir.
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Grafik 5. VCD+DHEA, VCD+DMSO, DMSO+DHEA ve DMSO+DMSO gruplarina ait deneklerin
toplam ovaryum agirlik dl¢timleri

4.1.2.3. Diisiik Over Rezervine Sahip ve Normal Over Rezervine Sahip
Deneklerde DHEA ya da DMSO Enjeksiyonlar1 Sonrast Uygulanan KOH
Protokolii Etkinliginin Degerlendirildigi Gruplarin Toplam Ovaryum Agirhk
Ol¢iimleri

Deneklerin KOH protokolii ya da SF enjeksiyonlarinin tamamlanmasinin
ardindan sakrifikasyonlar1 ~ gerceklestirildi ve bilateral ovaryum agirliklar
degerlendirilerek toplam ovaryum agirliklar1 hesaplandi. Deneklerin ortalama
ovaryum agirliklar1 degerlendirildiginde VCD+DHEA+KOH, VCD+DHEA+SF,
VCD+DMSO+KOH, VCD+DMSO+SF, DMSO+DHEA+KOH, DMSO+DHEA+SF,
DMSO+DMSO+KOH ve DMSO+DMSO+SF gruplar i¢in sirasiyla 244,1+7.9 gr,
246,6+4,1 gr, 240,7+7,8 gr, 239,1£5,1 gr, 243,3+6,9 gr, 238,7+5,1 gr, 240,3+8,1 gr
ve 238,6+6,5 gr olarak tespit edildi. KOH protokolii i¢in enjeksiyonlar yapilan
VCD+DHEA+KOH, VCD+DMSO+KOH, DMSO+DHEA+KOH ve
DMSO+DMSO+KOH gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadig:
belirlendi (p=0.12). Aymi sekilde SF enjeksiyonu yapilan VCD+DHEA+SF,
VCD+DMSO+SF, DMSO+DHEA+SF ve DMSO+DMSO+SF gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi tespit edildi (p=0.31). Ancak KOH
protokolii i¢in enjeksiyonlar1 yapilan gruplarda (VCD+DHEA+KOH grubu,
VCD+DMSO+KOH grubu, DMSO+DHEA+KOH grubu ve DMSO+DMSO+KOH
grubu) ortalama ovaryum agirhigimin  DMSO enjeksiyonu yapilan gruplara

(VCD+DHEA+SF grubu, VCD+DMSO+SF grubu, DMSO+DHEA+SF grubu ve
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DMSO+DMSO+SF grubu) kiyasla istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu
belirlendi (p=0.02) (Tablo 17, Grafik 6).

Tablo 17. VCD+DHEA+KOH, VCD+DHEA+SF, VCD+DMSO+KOH, VCD+DMSO+SF,
DMSO+DHEA+KOH, DMSO+DHEA+SF, DMSO+DMSO+KOH ve DMSO+DMSO+SF gruplarina
ait deneklerin toplam ovaryum agirlik dl¢timleri

VCD VCD VCD VCD DMSO DMSO DMSO DMSO
+ + + + + + + +
DHEA DHEA DMSO DMSO DHEA DMSO DHEA DMSO p™
+ + + + + + + +
KOH SF KOH SF KOH SF KOH SF
Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu
Toplam 0,241 0,209 0,182 0,142 0,254 0,214 0,179 0,144
ovaryum + + + + + + + + 0.03
agirhg (gr)* 0,023% 0,019% 0,027° 0,019° 0,018° 0,021° 0,025¢ 0,012¢

*Veriler ortama agirlik+ SD olarak verildi.

**Gruplar arasi karsilastirmalarda One-Way ANOVA testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
*+*[kjli grup karsilagtirmalarinda Post Hoc Tukey testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

abed Ayny harfler ikili grup karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli fark1 gostermektedir.
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Grafik 6. VCD+DHEA+KOH, VCD+DHEA+SF, VCD+DMSO+KOH, VCD+DMSO+SF,
DMSO+DHEA+KOH, DMSO+DHEA+SF, DMSO+DMSO+KOH ve DMSO+DMSO+SF gruplarina
ait deneklerin toplam ovaryum agirlik dl¢timleri

4.2. Isik Mikroskobik Bulgular

4.2.1. Histomorfolojik Bulgular

Her gruptaki deneklerin sakrifikasyonlar1 sirasinda perfiizyon fiksasyon
islemi sonras1 sol ovaryumlar1 eksize edildi. Elde edilen ovaryum doku
orneklerinden alinan 5 um kalinligindaki doku kesitlerinde H&E boyamasi sonrasi

histomorfolojik degerlendirmeler gerceklestirildi.
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4.2.1.1. Kontrol, Diisiik Over Rezervine Sahip ve Normal Over Rezervine Sahip
Deneklerin Ovaryum Dokusu Histomorfolojik Bulgulari

Kontrol grubu, DMSO grubu ve VCD grubu deneklerin ovaryum doku
kesitleri 1s1k mikroskobik olarak degerlendirildi.

Kontrol grubuna ait kesitlerde; ovaryum yiizeyinin tek katli yassi epitelden
tek katli algak kiibik epitele degiskenlik gosteren germinal epitel ile ¢evrelendigi
gozlendi. Germinal epitelin altinda bag dokusu lifleri ve hiicrelerinden olusan tunika
albuginea tabakasi bulunmaktayd: (Sekil 21). Tunika albugineanin altinda sinirlar
net olarak ayirt edilemeyen, dista gelisiminin farkli asamalarindaki folikiilleri igeren
korteks tabakasi, icte ise gevsek bag dokusu ile hilus boyunca ovaryuma ulasan kan
damarlari, lenf damarlar1 ve sinirleri iceren medulla tabakasi izlendi (Sekil 22A).
Korteks stromasi igerisinde az sayida vaskiiler yapilar, ince kollajen yapilar, diiz kas
lifleri ve normal morfolojiye sahip gelisiminin farkli asamalarindaki folikiiller
izlendi. Korteksin siklikla tunika albugineaya yakin bolimiinde normal morfolojide,
tek tabaka halindeki yass1 folikiil hiicreleri ile cevrili biiyiik 6kromatik niikleuslu
oosite sahip primordiyal folikiiller gozlendi (Sekil 23A). Primordiyal folikiiller ayn1
zamanda korteks tabakasinin daha derin bdlgelerinde, gelisiminin farkli
asamalarindaki folikiillerin aralarinda da bulundugu tespit edildi. Normal
morfolojiye sahip, tek tabakali kiibik graniiloza hiicreleri ve net olarak gdzlenemeyen
zona pellusida ile gevrili oosite sahip unilaminer primer folikiiller gézlendi (Sekil
24A). Graniiloza hiicreleri asidofilik olarak boyanan sitoplazmasi ve kromatinden
zengin nukleuslart ile tanimlandi. Multilaminer primer folikiiller ise normal
morfolojide, birden ¢ok hiicre tabakali kiibik graniiloza hiicreleri ve belirgin zona
pellusida ile ¢evrili oosite sahip olarak izlendi (Sekil 25A). Siklikla ovaryan
stromanin derinleride yerlesim gosteren sekonder folikiiller normal morfolojiye sahip
olup, ¢ok tabakali graniiloza hiicreleri arasinda diizensiz bosluklari sayesinde
tanimland1 (Sekil 26A). Folikiilii ¢evreleyen, icte fibroblastlar, kiigiik kas demetleri
ve yliksek oranda vaskiiler yapilara sahip teka interna tabakasi ve dista diiz kas
hiicreleri ve kollajen lifler iceren tunika eksterna tabakasi gozlendi. Sekonder
folikiile gore boyutlar1 daha biiyiik olan, tek antruma sahip, oosit etrafinda birkag sira

graniiloza hiicresini igeren ve oositin kumulus ooforus ile birlikte granuloza hiicre
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tabakasiyla iligkide oldugu normal morfolojili graaf folikiiller gézlendi (Sekil 27A).
Az sayida da olsa cams1 membran gortiiniimlii dalgali hyalinize bant yapilarina sahip
atretik folikiller izlendi. Farkli sikluslara ait korpus luteum yapilari, teka lutein
hiicreleri ve daha biiyiik niikleus ve daha soluk boyanan sitoplazmaya sahip
graniiloza lutein hiicreleri ile tanimlandi. Son olarak bag dokusu lifleri, kas demetleri
ve belirgin vaskiiler yapilari ile normal morfolojiye sahip ovaryum medulla tabakasi
gozlendi.

DMSO grubuna ait kesitlerde ise; Kontrol grubunda oldugu gibi genel
morfolojinin normal oldugu, gelisiminin farkli evrelerindeki tiim folikiillerin
sayilarinin korundugu tespit edildi. Primer oosit, granuloza hiicreleri, teka hiicreleri
ve stromal hiicrelerin normal morfolojiye sahip oldugu gézlendi.

VCD grubuna ait kesitlerde; germinal epitel ve tunika albugineanin kontrol
grubuna benzer 6zellikte normal morfolojiye sahip oldugu goriildii. Ancak VCD
grubu Kontrol grubu ile karsilastirildiginda gelisiminin farkli evrelerindeki tiim
folikiillerin sayilarinda azalma oldugu tespit edildi (Sekil 22B). Ozellikle
primordiyal, unilaminer primer ve multilaminer primer folikiil sayilarinin belirgin
azalmig, atretik folikiil sayilarmin ise artis oldugu gozlendi (Sekil 28). Atretik
folikiillerin oositlerinde asidofili (Sekil 29A), fragmantasyon (Sekil 29B) ve
vakuolizasyon (Sekil 29C) artis1 gozlenirken graniiloza hiicrelerinde piknotik
gortiniimlii nukleus artis1 gozlendi (Sekil 30). Oosit ve graniiloza hiicrelerinde hiicre
zar1 bitiinligiinde ve aralarindaki baglantilarda bozulmalar tespit edildi (Sekil 31).
Sekonder ve graaf folikiil sayisinda azalma oldugu ancak genel olarak normal
histolojik yapinin korundugu tespit edildi. Az da olsa piknotik gorinimlii
nukleuslara sahip granuloza ve teka hiicrelerine sahip sekonder ve graaf folikiiller
izlendi. Korpus luteumlarin ise VCD gurubunda Kontrol grubuna kiyasla daha az
sayida oldugu, az sayida da olsa dejenerene hiicrelere sahip oldugu tespit edildi. Hem
korteks hem de medullada bulunan stromal hiicreler Kontrol grubuna benzer

ozellikteydi.

46



Sekil 21. Kontrol grubuna ait ovaryum doku kesitinde germinal epitel (siyah ok) ve tunika albuginea
(sar1 ok)

Sekil 22. (A) Kontrol grubuna ait ovaryum doku kesitinde genel goriiniim. (B) VCD grubuna ait

ovaryum doku kesitinde genel goriiniim.

Sekil 23. (A) Kontrol grubuna ait ovaryum doku kesitinde normal morfolojiye sahip primordiyal
folikiiller (siyah ok). (B) VCD grubuna ait ovaryum doku kesitinde asidofilik, kii¢iik nukleusa sahip
atretik primordiyal folikiiller (siyah ok).
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Sekil 24. (A) Kontrol grubuna ait ovaryum doku kesitinde normal morfolojiye sahip unilaminer
primer folikiiller (siyah ok). (B) VCD grubuna ait ovaryum doku kesitinde asidofilik, kii¢iik nukleusa

ve piknotik gorliniimlii graniizola hiicrelerine sahip atretik unlaminer primer folikiiller (siyah 0k).

Sekil 25. (A) Kontrol grubuna ait ovaryum doku kesitinde normal morfolojiye sahip multilaminer
primer folikiil (siyah ok). (B) VCD grubuna ait ovaryum doku kesitinde atretik multilaminer primer
folikiil (siyah ok), atretik oosit (mavi ok) ve piknotik goriiniimlii nukleuslara sahip granuloza hiicreleri
(sar1 ok).

Sekil 26. (A) Kontrol grubuna ait ovaryum doku kesitinde normal morfolojiye sahip sekonder folikiil.
(B) VCD grubuna ait ovaryum doku kesitinde atretik sekonder folikdil.
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Sekil 27. (A) Kontrol grubuna ait ovaryum doku Kkesitinde normal morfolojiye sahip graaf folikiil. (B)
VCD grubuna ait ovaryum doku kesitinde atretik graaf folikiil (sar1 ok), atretik oosit (siyah ok) ve

piknotik goriiniimlii nukleuslara sahip granuloza hiicreleri (mavi ok).

Sekil 28. VCD grubuna ait ovaryum doku kesitinde atretik folikiil cams1 membran goriiniimlii dalgali
hyalinize bant yapilarina sahip atretik folikiiller (siyah ok) ve atretik multilaminer primer folikiiller

(sar1 ok)

Sekil 29. (A) VCD grubuna ait ovaryum doku kesitinde asidofilik oosite sahip atretik multilaminer
(siyah ok) ve unilaminer primer folikiil (sar1 ok). (B) VCD grubuna ait ovaryum doku kesitinde aterik
multilaminer primer folikiilliin oositinde fragmantasyon artis1 (siyah ok). (C) VCD grubuna ait

ovaryum doku kesitinde atretik folikiiliin oositinde vakuolizasyon.
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Sekil 30. (A) VCD grubuna ait ovaryum doku kesitinde piknotik nukleusa sahip graniiloza hiicreleri
(mavi ok), graniiloza hiicreleri arasindaki baglantilarda azalma (sar1 ok). (B) VCD grubuna ait
ovaryum doku kesitinde piknotik nukleusa sahip graniiloza hiicreleri (mavi ok) ve atretik folikiiller
(siyah ok).

Sekil 31. (A) VCD grubuna ait ovaryum doku Kesitinde oosit-graniiloza hiicre baglantilarinda
bozulma (siyah ok). (B) VCD grubuna ait ovaryum doku Kesitinde oosit-graniiloza hiicre

baglantilarinda bozulma (siyah ok) ve piknotik nukleusa sahip graniiloza hiicreleri (mavi ok).

4.2.1.2. Diisiik Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin Ovaryum Dokusu Histomorfolojik Bulgular:

VCD+DMSO grubu ve VCD+DHEA grubu deneklerin ovaryum doku
kesitleri 151k mikroskobik olarak degerlendirildi.

VCD+DMSO grubuna ait kesitlerde; germinal epitel ve tunika albugineanin
normal morfolojiye sahip oldugu goriildi. VCD grubuna benzer histomorfolojik
degisiklere sahip oldugu ve gelisiminin farkli evrelerindeki tiim folikiillerin
sayilarinda azalma oldugu tespit edildi. VCD grubuna kiyasla primordial ve primer

folikiil sayilarinin azalmus, atretik folikiil sayisinin artmis oldugu gozlendi (Sekil 32).
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VCD+DHEA grubuna ait kesitlerde; normal morfolojiye sahip germinal
epitel ve tunika albuginea izlendi (Sekil 33B). Hem VCD grubu hem de
VCD+DMSO grubuna kiyasla daha az sayida atretik folikiil tespit edilirken diger
tiim folikiil tiplerinin ise daha fazla sayida oldugu belirlendi (Sekil 34). Primer oosit,
granuloza hiicreleri, teka hiicreleri ve stromal hiicrelerinde apoptototik goriiniimlii

hiicre sayisinin azaldigi gozlendi (Sekil 35).

4.2.1.3. Normal Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin Ovaryum Dokusu Histomorfolojik Bulgular:

DMSO+DMSO grubu ve DMSO+DHEA grubu deneklerin ovaryum doku
kesitleri 1s1k mikroskobik olarak degerlendirildi.

DMSO+DMSO grubuna ait kesitlerde; Kontrol grubunda oldugu gibi genel
morfolojinin normal oldugu, gelisiminin farkli evrelerindeki tiim folikiillerin
sayilarinin korundugu tespit edildi. Primer oosit, granuloza hiicreleri, teka hiicreleri
ve stromal hiicrelerin normal morfolojiye sahip oldugu gézlendi (Sekil 36).

DMSO+DHEA grubuna ait kesitlerde ise, diger gruplarda oldugu gibi normal
morfolojiye sahip germinal epitel ve tunika albuginea izlendi. Kesitlerde genel
morfolojinin normal oldugu, primordiyal folikiiller hari¢ gelisiminin farkh
evrelerindeki tiim folikiillerin sayilarinin ve morfolojilerin korundugu tespit edildi
(Sekil 33A). Primordiyal folikiillerin normal histolojik yap1 sergiledigi ancak
sayilarinin azaldig1 goézlendi. Primer oosit, granuloza hiicreleri, teka hiicreleri ve
stromal hiicrelerin normal morfolojiye sahip oldugu tespit edildi (Sekil 37). Korteks
tabakasinda oosit ve korona radiata yapilarinin goézlenmedigi, antrumlarinin
genigledigi ve graniiloza hiicre tabakalarinin inceldigi kistik formasyona gecis

asamasindaki folikiillerin sayilarinda artis tespit edildi (Sekil 38).
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Sekil 32. (A) VCD+DMSO grubuna ait ovaryum doku kesitinde normal morfolojiye sahip germinal
epitel ve tunika albuginea (pembe ok), atretik primordiyal (yesil ok), atretik unilaminer primer (mavi
ok), sekonder (siyah ok) ve graaf folikiil (sar1 ok). (B) VCD+DMSO grubuna ait ovaryum doku
kesitinde folikiil kisti igerisindeki apototik hiicreler (yesil ok), asidofilik goriiniimlii oosit (siyah ok)

ve 00sit-graniiloza hiicre baglantilarinda bozulma (mavi ok).

Sekil 33. (A) DMSO+DHEA grubuna ait ovaryum doku kesitinde genel gériniim. (B) VCD+DHEA

grubuna ait ovaryum doku kesitinde genel goriiniim.

Sekil 34. (A) VCD+DHEA grubuna ait ovaryum doku kesitinde atretik primordiyal folikiiller (siyah
ok) ve normal gériiniimlii multilaminer folikiil (sar1 ok). (B) VCD+DHEA grubuna ait ovaryum doku
kesitinde atretik folikiiller (sar1 ok), normal morfolojiye sahip primordiyal folikiiller (mavi ok) ve

00sit-graniiloza hiicre baglantilarinda bozulmanin gézlendigi graaf folikiil (siyah ok).
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Sekil 35. (A) VCD+DHEA grubuna ait ovaryum doku kesitinde multilaminer primer folikiillerin
graniiloza hiicrelerinde piknotik goriinim (siyah ok) (B) VCD+DHEA grubuna ait ovaryum doku
kesitinde atretik multiaminer primer folikiil ve normal morfolojiye sahip sekonder folikiiliin (siyah ok)

graniiloza hiicrelerinde piknotik goriiniim (mavi ok).

Sekil 36. (A) DMSO+DMSO grubuna ait ovaryum doku kesitinde normal morfolojiye sahip
multilaminer primer (siyah ok) ve unilaminer primer folikiil (sar1 ok). (B) DMSO+DMSO grubuna ait

ovaryum doku kesitlerinde normal unilaminer primer (siyah ok) ve primordiyal folikiiller (sar1 ok).

Sekil 37. (A) DMSO+DHEA grubuna ait ovaryum doku Kkesitinde normal morfolojiye sahip
primordiyal (yesil ok), multiaminer primer folikiil (siyah ok) ve folikiil kisti (sar1 ok). (B)
DMSO+DHEA grubuna ait ovaryum doku kesitinde folikiil kisti (yesil ok), atretik folikiil (mavi 0k),

normal morfolojiye sahip sekonder (siyah ok) ve unilaminer primer folikiil (sar1 ok).
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Sekil 38. (A) DMSO+DHEA grubuna ait ovaryum doku kesitinde folikiil kisti (siyah ok). (B)
DMSO+DHEA grubuna ait ovaryum doku kesitinde normal morfolojiye sahip graaf folikiil (siyah ok)

ve ince graniiloza hiicre tabakasi ile karakterize kistik formasyona gecis asamasindaki folikil kisti

(sar1 ok).

4.2.1.4. Diisiik Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA ya da DMSO
Enjeksiyonlart  Sonrasi  Uygulanan KOH  Protokolii  Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin Ovaryum Dokusu Histomorfolojik Bulgular:

VCD+DMSO+SF grubu, VCD+DMSO+KOH grubu, VCD+DHEA+SF
grubu ve VCD+DHEA+KOH grubu deneklerin ovaryum doku kesitleri 1s1k
mikroskobik olarak degerlendirildi.

VCD+DMSO+SF grubuna ait kesitlerde; germinal epitel ve tunika
albugineanin normal morfolojiye sahip oldugu goriildi. VCD grubuna benzer
histomorfolojik degisiklere sahip oldugu ve gelisiminin farkli evrelerindeki tiim
folikiillerin sayilarinda azalma oldugu tespit edildi (Sekil 39A). VCD grubuna
kiyasla primordiyal ve primer folikiil sayilarinin azalmis, atretik folikiil sayisinin
artmis oldugu gozlendi (Sekil 39B).

VCD+DMSO+KOH grubuna ait kesitlerde ise; diger gruplarda oldugu gibi
ovaryumu ¢evreleyen normal morfolojiye sahip germinal epitel ve tunika albuginea
izlendi. Kontrol grubuna kiyasla, VCD grubuna benzer sekilde histomorfolojik
degisiklere sahip oldugu ve gelisiminin farkli evrelerindeki tiim folikiillerin
sayilarinda azalma oldugu tespit edildi. Ancak VCD+DMSO+SF grubuna kiyasla
sekonder folikiil, graaf folikiil ve korpus luteum sayilarinin sayilarinin artmis oldugu
gozlendi (Sekil 40A). Ozellikle farkl: sikluslara ait korpus luteum sayilarindaki artis

dikkat ¢ekti. Medulla tabakasinda stromal hiicrelerde dejenerasyon bulgularinin

54



bulunmamasina karsin vaskiiler yapilarin daha biiyiik yer kapladigr gozlendi (Sekli
40B).

VCD+DHEA+SF grubuna ait kesitlerde; germinal epitel ve tunika
albugineanin normal morfolojiye sahip oldugu gorildii. VCD+DHEA grubuna
benzer histomorfolojik degisiklere sahip oldugu ve VCD grubuna kiyasla daha az
sayida atretik folikiil tespit edilirken diger tiim folikdil tiplerinin ise daha fazla sayida
oldugu belirlendi. VCD+DHEA grubunda oldugu gibi primer oosit, granuloza
hiicreleri, teka hiicreleri ve stromal hiicrelerinde apoptototik goriiniimlii hiicre
sayisinin azaldigi gézlendi. VCD+DMSO+SF grubuna kiyasla tiim folikdil tiplerinin
sayisinda artis oldugu tespit edildi.

VCD+DHEA+KOH grubuna ait kesitlerde ise; diger gruplarda oldugu gibi
ovaryumu ¢evreleyen normal morfolojiye sahip germinal epitel ve tunika albuginea
izlendi. VCD+DHEA grubuna benzer sekilde histomorfolojik degisiklere sahip
oldugu tespit edildi. VCD+DHEA+SF grubuna kiyasla sekonder folikiil, graaf folikiil
ve korpus luteum sayilarinin sayilarinin artmis oldugu goézlendi (Sekil 41A).
Ozellikle farklr sikluslara ait korpus luteum sayilarinda belirgin artis izlendi (Sekil
42B). Medulla tabakasinda stromal hiicrelerde dejenerasyon bulgularinin
bulunmamasina karsin vaskiiler yapilarin daha biiyiik yer kapladigi gozlendi (Sekil
41B).. VCD+DMSO+KOH grubuna kiyasla tiim folikiil tiplerinin sayisinda artis
oldugu tespit edildi.

4.2.1.5. Normal Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA ya da DMSO
Enjeksiyonlart  Sonrasti  Uygulanan KOH  Protokolii  Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin Ovaryum Dokusu Histomorfolojik Bulgular:

DMSO+DMSO+SF grubu, DMSO+DMSO+KOH grubu, DMSO+DHEA+SF
grubu ve DMSO+DHEA+KOH grubu deneklerin ovaryum doku kesitleri 1s1k
mikroskobik olarak degerlendirildi.

DMSO+DMSO+SF grubuna ait kesitlerde; germinal epitel ve tunika
albugineanin normal morfolojiye sahip oldugu goriildii. Kontrol grubunda oldugu
gibi genel morfolojinin normal oldugu, gelisiminin farkli evrelerindeki tiim

folikiillerin sayilarinin ve morfolojilerinin korundugu tespit edildi. Primer oosit,

55



granuloza hicreleri, teka hiicreleri ve stromal hiicrelerin normal morfolojiye sahip
oldugu gozlendi (Sekil 43A).

DMSO+DMSO+KOH grubuna ait kesitlerde ise; diger gruplarda oldugu gibi
ovaryumu c¢evreleyen normal morfolojiye sahip germinal epitel ve tunika albuginea
izlendi. DMSO+DMSO+SF grubuna benzer sekilde histomorfolojik degisiklere
sahip oldugu ancak sekonder folikiil, graaf folikiil ve oOzellikle korpus luteum
sayilarinin belirgin artmis oldugu gézlendi (Sekil 43B). Medulla tabakasinda stromal
hiicrelerde dejenerasyon bulgularinin bulunmamasina karsin vaskiiler yapilarin daha
biiyiik yer kapladig1 gézlendi (Sekil 44).

DMSO+DHEA+SF grubuna ait kesitlerde; germinal epitel ve tunika
albugineanin normal morfolojiye sahip oldugu goriildi. DMSO+DHEA grubuna
benzer histomorfolojik degisiklere sahip oldugu ve primer oosit, granuloza hiicreleri,
teka hiicreleri ve stromal hiicrelerin normal morfolojiye sahip oldugu tespit edildi.
DMSO+DHEA grubuna benzer sekilde kistik formasyona ge¢is asamasindaki
folikiillerin sayilarinda artis tespit edildi (Sekil 45A). DMSO+DMSO+SF grubuna
kiyasla daha fazla sayida multilaminer folikiil oldugu tespit edilirken korpus luteum
sayisinin azaldigi, diger folikiil tipleri sayisinda ise fark olmadigi tespit edildi.

DMSO+DHEA+KOH grubuna ait kesitlerde ise; diger gruplarda oldugu gibi
ovaryumu cevreleyen normal morfolojiye sahip germinal epitel ve tunika albuginea
izlendi. DMSO+DHEA grubuna benzer sekilde histomorfolojik degisiklere sahip
oldugu tespit edildi (Sekil 45B). DMSO+DHEA+SF grubuna kiyasla sekonder
folikiil, graaf folikiil ve korpus luteum sayilarinin sayilarinin artmis oldugu gézlendi.
Ozellikle farklr sikluslara ait korpus luteum sayilarinda belirgin artis izlendi (Sekil
42A). Medulla tabakasinda stromal hiicrelerde dejenerasyon bulgularinin
bulunmamasma karsin vaskiiler yapilarin daha biiyiik yer kapladigi gozlendi.
DMSO+DMSO+KOH grubuna kiyasla primordiyal, unilaminer primer ve atretik
folikiil disinda diger tiim folikiil tiplerinin sayisinda artig oldugu tespit edildi.
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Sekil 39. (A) VCD+DMSO+SF grubuna ait ovaryum doku kesitinde gelisiminin farkli evrelerindeki
tiim folikiillerde azalmanimn goriilebildigi genel goriinim. (B) VCD+DMSO+SF grubuna ait ovaryum
doku kesitinde cams1 membran goriiniimlii atretik folikiil (sar1 ok), atretik multilaminer primer (siyah

ok) ve apoptotik cisimleri (yesil ok) goriilebilen folikiil kisti (mavi ok).

Sekil 40. (A) VCD+DMSO+KOH grubuna ait ovaryum doku kesitinde gelismekte olan folikiiller
(siyah ok) ve atretik folikiiller (mavi ok). (B) VCD+DMSO+KOH grubuna ait ovaryum doku

kesitinde normal morfolojiye sahip unilaminer primer folikiil (siyah ok) ve vaskularite artis1.

Sekil 41. (A) VCD+DHEA+KOH grubuna ait ovaryum doku kesitinde gelismekte olan folikiiller
(siyah ok). (B) VCD+DHEA+KOH grubuna ait ovaryum doku kesitinde vaskularite artis.
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Sekil 42. (A) DMSO+DHEA+KOH grubuna ait ovaryum doku kesitlerinde genel goériiniim. (B)

VCD+DHEA+KOH grubuna ait ovaryum doku kesitlerinde genel goriiniim

Sekil 43. (A) DMSO+DMSO+SF grubuna ait ovaryum doku kesitinde normal goriiniimlii sekonder
(siyah ok), primordiyal (sar1 ok) ve unilaminer primer folikiil (mavi ok). (B) DMSO+DMSO+KOH

grubuna ait ovaryum doku kesitinde folikiilogenez artisi.

Sekil 44. DMSO+DMSO+KOH grubuna ait ovaryum doku kesitinde vakularizasyon artisi

58



Sekil 45. (A) DMSO+DHEA+SF grubuna ait ovaryum doku kesitinde folikiil kisti (mavi ok) ve
asidofilik gériiniimlii dejenere oosit. (B) DMSO+DHEA+KOH grubuna ait ovaryum doku kesitinde
folikiil kisti (mavi ok) ve atretik folikiiller (siyah ok).

4.2.2. Morfometrik Bulgular
Her gruptaki deneklerin sol ovaryumundan aliman 5 pm kalinligindaki doku
kesitlerinin H&E boyamasi sonrasi primordiyal, unilaminar primer, multilaminar

primer, sekonder, graaf, atretik folikiil ve korpus luteum sayimlar1 yapildi.

4.2.2.1. Kontrol, Diisiik Over Rezervine Sahip ve Normal Over Rezervine Sahip
Deneklerin Folikiil Sayilar:

Kontrol, VCD ve DMSO gruplarindaki deneklerin ovaryan folikiilleri,
gelisim evrelerine gore siniflandirilarak ortalama degerleri Tablo 18 ve Grafik 7°de
verildi. Deneklerin ortalama folikiil sayilar1 karsilastirildiginda Kontrol grubu ile
DMSO grubu arasinda tiim folikiiller gelisim basamaklar1 evrelerinde istatistiksel
olarak anlamli fark olmadigi belirlendi. VCD grubu deneklerin gelisimin tiim
evrelerindeki ortalama folikiil degerlerinin hem Kontrol grubu hem de DMSO

grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diisiik oldugu belirlendi.

Tablo 18. Kontrol, VCD ve DMSO gruplarina ait deneklerin folikiil sayilari

Kontrol VCD DMSO -

Folikiiller Grubu* Grubu* Grubu* P
Primordiyal 21,6+1,372 3,60+0,83° 25,843,292 <0,001
Unilaminar primer 10,8+0,817 3,53420,27° 9,52+0,98° <0,001
Multilaminar primer 9,96+0,742 4.88+0,80° 13,76£1,17° <0,001
Sekonder 3,64+0,36° 2,16+0,09° 4,60+0,4° <0,001
Graaf 3,12+0,212 1,12+0,08° 2,60+0,312 0,001
Atretik 1,28+0,15% 3,72+0,41° 1,16+0.18? <0,001
Korpus luteum 9,16+0,67° 2,96+0,35° 7,56+0,922 <0,001

*Veriler ortama agirlik+ Standart Error (SE) olarak verildi.

**QGruplar arasi karsilagtirmalarda One-Way ANOVA testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
***[kili grup karsilagtirmalarinda Post Hoc Tukey testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

2 Farklh harfler ikili grup karsilagtirmalarinda istatistiksel olarak anlaml farki gostermektedir.
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Grafik 7. Kontrol, VCD ve DMSO gruplarina ait deneklerin folikiil sayilari

4.2.2.2. Diisiik Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin Folikiil Sayilar:

VCD, VCD+DHEA ve VCD+DMSO gruplarindaki deneklerin ovaryan
folikiilleri, gelisim evrelerine gore siniflandirilarak ortalama degerleri Tablo 19 ve
Grafik 8’de verildi. Deneklerin ortalama folikiil sayilart karsilastirildiginda
VCD+DHEA grubunda hem VCD grubu hem de VCD+DMSO grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli daha az sayida ortalama atretik folikiil tespit edilirken,
diger tiim folikiil gelisim evrelerinde ise istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu
belirlendi. VCD+DMSO grubunda, VCD grubuna gore ortalama primordiyal ve
primer folikiil sayisinin istatistiksel olarak anlamli daha az oldugu, ortalama atretik
folikiil sayisinin daha fazla oldugu ve iki grup arasinda diger tiim folikiil tiplerinde

istatistiksel olarak anlamli fark olmadig: tespit edildi.

Tablo 19. VCD, VCD+DHEA ve VCD+DMSO gruplarina ait deneklerin folikiil sayilart

VCD VCD+DHEA VCD+DMSO P—

Folikiiller Grubu* Grubu* Grubu* P
Primordiyal 3,60+0,832 5,24+0,37° 2,24+0,3¢ <0,001
Unilaminar primer 3,53+20,272 6,12+0,4° 2,12+0,33° 0,006
Multilaminar primer 4,88+0,80% 7,16+0,65° 4,04+0,442 0,004
Sekonder 2,16+0,09% 3,160,25° 2,12+0,25° 0,007
Graaf 1,12+0,08? 2+0,18° 1,2840,16° 0,001
Atretik 3,72+0,412 1,76+0,25° 4,94+0,18° <0,001
Korpus luteum 2,96+0,352 5,92+0,54° 2,80+0,142 <0,001

*Veriler ortama agirlik+ Standart Error (SE) olarak verildi.

**Gruplar arasi karsilastirmalarda One-Way ANOVA testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
*#*]kili grup karsilastirmalarinda Post Hoc Tukey testi kullanild, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3¢ Farklr harfler ikili grup karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli farki gdstermektedir.
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Grafik 8. VCD, VCD+DHEA ve VCD+DMSO gruplarina ait deneklerin folikiil sayilari

4.2.2.3. Normal Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin Folikiil Sayilar:

DMSO, DMSO+DHEA ve DMSO+DMSO gruplarindaki deneklerin ovaryan
folikiilleri, gelisim evrelerine gore siniflandirilarak ortalama degerleri Tablo 20 ve
Grafik 9’da wverildi. Deneklerin ortalama folikiil sayilar1 karsilastirildiginda
DMSO+DHEA grubunda hem DMSO grubu hem de DMSO+DMSO grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli daha az sayida ortalama primordiyal folikiil ve
ortalama atretik folikiil tespit edilirken, diger tiim folikiil tiplerinde istatistiksel
olarak anlaml fark olmadig: tespit edildi. DMSO+DMSO grubunda DMSO grubuna
gore sadece ortalama atretik folikiil sayisinin istatistiksel olarak anlamli daha fazla

oldugu ve diger tiim folikiil tiplerinde istatistiksel olarak anlamli fark olmadig: tespit
edildi.

Tablo 20. DMSO, DMSO+DHEA ve DMSO+DMSO gruplarina ait deneklerin folikiil sayilar

DMSO DMSO+DHEA DMSO+DMSO

Folikiiller Grubu* Grubu* Grubu* P
Primordiyal 25,843,292 16,92+1,04° 25,7642 .482 0,011
Unilaminar primer 9,52+0,98 8,64+0,9 9+0,91 0,870
Multilaminar primer 13,76+1,17 15+0,61 12,60+1,2 0,200
Sekonder 4,60+0,4 4,56+0,37 3,4440,5 0,600
Graaf 2,60+0,31 3,6+0,37 3,72+0,5 0,300
Atretik 2,46+0.18° 1,68+0,21° 3,76+0,21¢ 0,012
Korpus luteum 7,56+0.67 7,16+0.26 6,56+0.79 0,230

*Veriler ortama agirlik+ Standart Error (SE) olarak verildi.

**Gruplar arasi karsilastirmalarda One-Way ANOVA testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
*+%[kili grup karsilagtirmalarinda Post Hoc Tukey testi kullamildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3¢ Farklr harfler ikili grup karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir.
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Grafik 9. DMSO, DMSO+DHEA ve DMSO+DMSO gruplarina ait deneklerin folikiil sayilari

4.2.2.4. Disiik Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA ya da DMSO
Enjeksiyonlart  Sonrasti  Uygulanan KOH  Protokolii  Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin Folikiil Sayilar:

VCD+DHEA+KOH, VCD+DHEA+SF, VCD+DMSO+KOH ve
VCD+DMSO+SF gruplarindaki deneklerin ovaryan folikiilleri, gelisim evrelerine
gore siniflandirilarak ortalama degerleri Tablo 21 ve Grafik 10°da verildi. Deneklerin
ortalama folikiil sayilar1 karsilastirildiginda VCD+DHEA+KOH  grubunda
VCD+DHEA+SF grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli daha fazla sayida
ortalama sekonder folikiil, ortalama graaf folikiil ve ortalama korpus luteum oldugu
tespit edilirken, ortalama multilaminer primer folikiil ve ortalama atretik folikiil
sayismin istatistiksel olarak anlamli az oldugu belirlendi. Iki grup arasinda ortalama
primordiyal folikiil ve ortalama unilaminer primer folikiil agisindan istatistiksel
anlaml fark tespit edilmedi. VCD+DMSO+KOH grubunda ise VCD+DMSO+SF
grubuna kiyasla ortalama sekonder folikiil, ortalama graaf folikiil ve ortalama korpus
luteum sayisinin istatistiksel olarak anlamli daha fazla oldugu tespit edilirken diger
tim folikiil tiplerinde istatistiksel olarak anlamli fark olmadigr saptandi.
VCD+DHEA+KOH grubu ile VCD+DMSO+KOH grubu karsilastirildiginda, iki
grup arasinda ortalama korpus luteum sayist agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark tespit edilmezken, daha az sayida ortalama atretik folikiil sayis1 saptand:. Iki
grup arasinda diger tiim folikiiler gelisim evrelerinde ortalama folikiil sayisinin
VCD+DHEA+KOH grubunda istatistiksel olarak anlamli fazla oldugu belirlendi.
VCD+DHEA+SF grubu ile VCD+DMSO+SF grubu karsilastirildiginda ise iki grup

arasinda ortalama atretik folikiil sayis1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
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tespit edilmezken, diger folikiiler gelisim evrelerinde ortalama folikiil sayisinin

VCD+DHEA+SF grubunda istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu belirlendi.

Tablo 21. VCD+DHEA+KOH, VCD+DHEA+SF, VCD+DMSO+KOH ve VCD+DMSO+SF
gruplarina ait deneklerin folikiil sayilar

VCD VCD VCD VCD
+ + + +
DHEA DHEA DMSO DMSO —
Folikiiller + + + + p
KOH SF KOH SF
Grubu* Grubu* Grubu* Grubu*
Primordiyal 6+0,48° 5,96+0,31° 2,84+0,32° 3,08+0,46° <0,001
Unilaminar primer 6+0,5° 6,52+0,38° 4,32+0,25° 5,08+0,22° 0,001
Multilaminar primer 5,20+0,6° 8,56+0,83° 3,16+0,35° 4,16+0,38° <0,001
Sekonder 6,16+0,6° 3,88+0,27° 4,440,23° 2,24+0,26° <0,001
Graaf 6,88+0,26° 2,68+0,1° 3,24+0,18" 1,16+0,25° <0,001
Atretik 2,08+0,2° 3,640,2° 3,24+0,15° 3,52+0,4° 0,004
Korpus luteum 6,12+0,57% 4,76+0,48° 5,28+0,18% 3,40+0,32¢ <0,001
*Veriler ortama agirlik+ Standart Error (SE) olarak verildi.
**Qruplar arasi karsilastirmalarda One-Way ANOVA testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
***Ikili grup karsilastirmalarinda Post Hoc Tukey testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.
2 Farklr harfler ikili grup karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir.
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Grafik 10. VCD+DHEA+KOH, VCD+DHEA+SF, VCD+DMSO+KOH ve VCD+DMSO+SF
gruplarina ait deneklerin folikiil sayilar

4.2.25. Normal Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA ya da DMSO

Enjeksiyonlart  Sonras1  Uygulanan KOH  Protokolii  Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin Folikiil Sayilar:
DMSO+DHEA+KOH, DMSO+DHEA+SF, DMSO+DMSO+KOH ve

DMSO+DMSO+SF gruplarindaki deneklerin ovaryan folikiilleri, gelisim evrelerine
gore siniflandirilarak ortalama degerleri Tablo 22 ve Grafik 11°de verildi. Deneklerin
karsilastirildiginda DMSO+DHEA+KOH grubunda

ortalama folikiil sayilar
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DMSO+DHEA+SF grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli daha yiiksek sayida
ortalama sekonder folikiil, ortalama graaf folikiil ve ortalama korpus luteum oldugu
tespit edilirken, ortalama multilaminer primer folikiil sayisinin istatistiksel olarak
anlamli az oldugu belirlendi. Iki grup arasinda diger tiim folikiil tiplerinde
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi. DMSO+DMSO+KOH grubunda ise
DMSO+DMSO+SF grubuna kiyasla ortalama sekonder folikiil, ortalama graaf
folikiil ve ortalama korpus luteum sayisinin istatistiksel olarak anlamli daha yiiksek
oldugu tespit edilirken, diger tiim folikiil tiplerinde istatistiksel olarak anlamli fark
olmadig1 saptandi. DMSO+DHEA+KOH grubu ile DMSO+DMSO+KOH grubu
karsilastirildiginda, iki grup arasinda ortalama primordiyal, ortalama unilaminer
primer, ortalama multilaminer primer ve ortalama atretik folikiil sayis1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmezken, diger folikiiler gelisim evrelerinde
ortalama folikiil sayisinin DMSO+DHEA+KOH grubunda istatistiksel olarak anlamli
fazla oldugu belirlendi. DMSO+DHEA+SF grubunda DMSO+DMSO+SF grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli daha fazla sayida ortalama multilaminer primer
folikiil oldugu tespit edilirken, diger tiim folikiiler gelisim evrelerinde ortalama

folikiil sayisinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi.

Tablo 22. DMSO+DHEA+KOH, DMSO+DHEA+SF, DMSO+DMSO+KOH ve DMSO+DMSO+SF
gruplarina ait deneklerin folikiil sayilart

DMSO DMSO DMSO DMSO
Folikiiller + + + +
DHEA DHEA DMSO DMSO e
+ + + +
KOH SF KOH SF
Grubu* Grubu* Grubu* Grubu*
Primordiyal 17,12+0,17 17,31+0,86 18,44+2 .58 20,28+2,07 0,48
Unilaminar primer 8,36=+1,1 9,2+1,05 9,24+1,1 8,40+1,3 0,8
Multilaminar primer 11,96+0,5° 16,4440,62° 9+0,92 10,6+1,22 <0,001
Sekonder 6,60+0,48% 3,75+0,45° 3,96+0,21° 3,04+0,5° <0,001
Graaf 7,120,432 3,44+0,44° 5,08+0,19° 3,76+0,53° <0,001
Atretik 1,8+0,2 1,52+0,16 1,39+0,2 1,48+0,23 0,75
Korpus luteum 8,60+0,25% 2,56+0,27° 6,04+0,73¢ 2,92+0,62° <0,001

*Veriler ortama agirlik+ Standart Error (SE) olarak verildi.

**Gruplar aras1 karsilastirmalarda One-Way ANOVA testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
***[kili grup karsilagtirmalarinda Post Hoc Tukey testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

2 Farkl harfler ikili grup karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlaml farki gostermektedir.
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Grafik 11. DMSO+DHEA+KOH, DMSO+DHEA+SF, DMSO+DMSO+KOH ve DMSO+DMSO+SF
gruplarina ait deneklerin folikiil sayilar1

4.3. Biyokimyasal Bulgular

4.3.1. Gen Ekspresyon Analizi

Her gruptaki deneklerin sakrifikasyonlar: sirasinda perfiizyon fiksasyon
islemi Oncesi sag ovaryumlar: eksize edildi. Elde edilen ovaryum doku 6rneklerinden
total RNA izolasyonu sonrast elde edilen mRNA’larin ters transkriptaz enzimi ile
cDNA’ya doniisiimii gergeklestirildi. Elde edilen cDNA’lar kullanilarak COX-2 gen
ekspresyon diizeyi Real Time PCR teknigi ile belirlendi. Tiim 6rnekler 3 tekrar
olarak analiz edildi. Elde edilen verilerde GAPDH housekeeping geni kullanilarak
ekspresyon diizeyleri normalize edildi. Verilerinin degerlendirilmesi ve gruplar arasi
istatistiksel analizler, 224“T yontemi kullanilarak internet tabanli gen ekspresyon

yazilimi (Qiagen) ile gerceklestirildi.

4.3.1.1. Kontrol, Diisiik Over Rezervine Sahip ve Normal Over Rezervine Sahip
Deneklerin COX-2 Gen Ekspresyon Diizeyleri

Kontrol, VCD ve DMSO gruplarindaki deneklerin ovaryum dokusu COX-2
gen ekspresyon analizi Tablo 23 ve Grafik 12’de verildi. Deneklerin COX-2 gen
ekspresyon diizeyleri karsilagtirildiginda Kontrol grubu ile DMSO grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi tespit edildi (p=0,68). VCD grubu
deneklerin COX-2 gen ekspresyonunun hem Kontrol grubu hem de DMSO grubuna
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kiyasla sirastyla 2,17 (p=0,02) ve 1,86 kat (p=0,03) istatistiksel olarak anlamli
yiiksek oldugu belirlendi.

Tablo 23. Kontrol, VCD ve DMSO gruplarina ait deneklerin ovaryum dokusu COX-2 gen ekspresyon

diizeyleri
Ekspresyon
2(-Avg.(ACY)) kat degisim px*
oram*
Kontrol grubu Deney grubu
Kontrol grubu DMSO grubu
GAPDH 1 1 1 0
COX-2 0,012275 0,014275 +1,14 0,68
Kontrol grubu VCD grubu
GAPDH 1 1 1 0
COX-2 0,012275 0,026387 +2,17 0,02
DMSO grubu VCD grubu
GAPDH 1 1 1 0
COX-2 0,014275 0,026387 +1,86 0,03

* Ekspresyon kat degisim orani, deney grubu gen ekspresyon diizeyinin kontrol grubuna gore + ya da — katini temsil eder.
**{kili grup karsilastirmalarinda Student t testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

® Kontrol grubu ckspresyon kat degigimi ® Deney grubu ekspresyon kat degigimi
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¥

COX-2 gen ekpresyon kat degisimi

Kontrol grubu / Kontrol grubu / DMSO grubu /
DMSO grubu VCD grubu VCD grubu

Grafik 12. Kontrol, VCD ve DMSO gruplarina ait deneklerin ovaryum dokusu COX-2 gen ekspreyon

diizeyleri

4.3.1.2. Diisiik Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin COX-2 Gen Ekspresyon Diizeyleri

VCD, VCD+DHEA ve VCD-+DMSO gruplarindaki deneklerin ovaryum
dokusu COX-2 gen ekspresyon analizi Tablo 24 ve Grafik 13’de verildi. Deneklerin
COX-2 gen ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda, VCD+DMSO grubu deneklerin
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VCD Grubu deneklerine kiyasla sirasiyla 1,87 kat istatistiksel olarak anlamli yiiksek
oldugu belirlendi (p=0,03). VCD+DHEA grubu deneklerin COX-2 gen
ekspresyonun, VCD+DMSO grubuna kiyasla 1,69 kat istatistiksel olarak anlamli
diisiik oldugu tespit edildi (p=0,04).

Tablo 23. Kontrol, VCD ve DMSO gruplarina ait deneklerin ovaryum dokusu COX-2 gen ekspresyon

diizeyleri
Ekspresyon
27\(-Avg.(ACt)) Kat degisim pr*
orant*
Kontrol grubu Deney grubu
VCD grubu VCD+DMSO grubu
GAPDH 1 1 1 0
COX-2 0,026387 0,048975 +1,87 0,03
VCD grubu VCD+DHEA grubu
GAPDH 1 1 1 0
COX-2 0,026387 0,029295 +1,12 0,22
VCD+DMSO grubu VCD +DHEA grubu
GAPDH 1 1 1 0
COX-2 0,048975 0,029295 -1,69 0,04

* Ekspresyon kat degisim orani, deney grubu gen ekspresyon diizeyinin kontrol grubuna gore + ya da — katin temsil eder.
**[kili grup karsilagtirmalarinda Student t testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.
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Grafik 13. Kontrol, VCD ve DMSO gruplarina ait deneklerin ovaryum dokusu COX-2 gen ekspreyon

diizeyleri
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4.3.1.3. Normal Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin COX-2 Gen Ekspresyon Diizeyleri

DMSO, DMSO+DHEA ve DMSO+DMSO gruplarindaki deneklerin
ovaryum dokusu COX-2 gen ekspresyon analizi Tablo 25 ve Grafik 14’de verildi.
Deneklerin COX-2 gen ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda, gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark olmadig1 tespit edildi.

Tablo 25. DMSO, DMSO+DHEA ve DMSO+DMSO grubuna ait deneklerin ovaryum dokusu COX-2

gen ekspresyon diizeyleri

Ekspresyon
2 (-Avg.(ACY)) kat degisim px*
oram*
Kontrol grubu Deney grubu
DMSO grubu DMSO+DMSO grubu
GAPDH 1 1 1 0
COX-2 0,014275 0,013631 -1,04 0,78
DMSO grubu DMSO+DHEA grubu
GAPDH 1 1 1 0
COX-2 0,014275 0,012523 -1,13 0,59
DMSO+DMSO grubu DMSO+DHEA grubu
GAPDH 1 1 1 0
COX-2 0,013631 0,012520 -1,08 0,83

* Ekspresyon kat degisim orani, deney grubu gen ekspresyon diizeyinin kontrol grubuna gére + ya da — katini temsil eder.
**Ikili grup karsilastirmalarinda Student t testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

" Kontrol grubu ekspresyon kat degisimi oram

" Deney grubu ckspresyon kat degisimi orani

COX-2 gen ekpresyon kat degisimi

DMSO/ DMSO/ DMSO+DMSO /
DMSO+DMSO DMSO+DHEA DMSO+DHEA /

Grafik 14. DMSO, DMSO+DHEA ve DMSO+DMSO grubuna ait deneklerin ovaryum dokusu
COX-2 gen ekspreyon diizeyleri
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4.3.1.4. Diisiik Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA ya da DMSO
Enjeksiyonlart  Sonrasti  Uygulanan KOH  Protokolii  Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin COX-2 Gen Ekspresyon Diizeyleri

VCD+DHEA+KOH, VCD+DHEA+SF, VCD+DMSO+KOH ve
VCD+DMSO-+SF gruplarindaki deneklerin ovaryum dokusu COX-2 gen ekspresyon
analizi Tablo 26 ve Grafik 15°de verildi. Deneklerin COX-2 gen ekspresyon
diizeyleri karsilastirildiginda, VCD+DHEA+KOH grubu deneklerin COX-2 gen
ekspresyonunun VCD+DHEA+SF grubuna kiyasla 3,16 kat istatistiksel olarak
anlaml ytliksek oldugu belirlendi (p=0,002). DHEA enjeksiyonu yapilmayip ayni
stire boyunca DMSO enjeksiyonu yapilan diisiik over rezervine sahip gruplarda KOH
protokoliiniin COX-2 gen ekspresyon diizeyine etkisi degerlendirildiginde,
VCD+DMSO+KOH  grubu  deneklerin  COX-2 gen  ekspresyonunun
VCD+DMSO+SF grubuna kiyasla 3,44 kat istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu
belirlendi (p=0,001). Diisik over rezervine sahip deneklerde KOH protokolii
oncesinde 45 giin siireyle DHEA ya da DMSO enjeksiyonlarinin COX-2 gen
ekspresyon diizeyine etkisi degerlendirildiginde ise, VCD+DHEA+KOH grubu
deneklerin COX-2 gen ekspresyonunun VCD+DMSO+KOH grubuna kiyasla 2,17
kat 1statistiksel olarak anlamli diisiik oldugu tespit edildi (p=0,006). Diisiikk over
rezervine sahip deneklerde DHEA enjeksiyonlarinin  uzun donem etkisi
degerlendirildiginde, =~ VCD+DHEA+SF  grubu  deneklerin COX-2  gen
ekspresyonunun VCD+DMSO+SF grubuna kiyasla 2,01 kat istatistiksel olarak
anlaml diisiik oldugu tespit edildi (p=0,006).
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Tablo 26. VCD+DHEA+KOH, VCD+DHEA+SF, VCD+DMSO+KOH ve VCD+DMSO+SF

gruplarina ait deneklerin ovaryum dokusu COX-2 gen ekspresyon diizeyleri

Ekspresyon
2/\(-Avg.(ACt)) Kat degisim pr*
oram*
Kontrol grubu Deney grubu
VCD+DHEA+SF grubu VCD+DHEA+KOH grubu
GAPDH 1 1 1 0
COX-2 0,028990 0,091834 3,16 0,002
VVCD+DMSO+SF grubu VCD+DMSO+KOH grubu
GAPDH 1 1 1 0
COX-2 0,058018 0,199640 3,44 0,001
VCD+DMSO+KOH grubu VCD+DHEA+KOH grubu
GAPDH 1 1 1 0
COX-2 0,199640 0,091834 -2,17 0,006
VVCD+DMSO+SF grubu VVCD+DHEA+SF grubu
GAPDH 1 1 1 0
COX-2 0,058018 0,02899 -2,01 0,006

* Ekspresyon kat degisim orani, deney grubu gen ekspresyon diizeyinin kontrol grubuna gore + ya da — kati temsil eder.
**[kili grup karsilastirmalarinda Student t testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Grafik 15. VCD+DHEA+KOH, VCD+DHEA+SF, VCD+DMSO+KOH ve VCD+DMSO+SF

gruplarina ait deneklerin ovaryum dokusu COX-2 gen ekspreyon diizeyleri

4.3.1.5. Normal Over Rezervine Sahip Deneklerde DHEA ya da DMSO
Enjeksiyonlart  Sonrasti  Uygulanan KOH  Protokolii  Etkinliginin
Degerlendirildigi Gruplarin COX-2 Gen Ekspresyon Diizeyleri
DMSO+DHEA+KOH, DMSO+DHEA+SF, DMSO+DMSO+KOH ve
DMSO+DMSO+SF  gruplarindaki  deneklerin ovaryum dokusu COX-2 gen
ekspresyon analizi Tablo 27 ve Grafik 16’de verildi. Deneklerin COX-2 gen
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ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda, DMSO+DHEA+KOH grubu deneklerin
COX-2 gen ekspresyonunun DMSO+DHEA+SF grubuna kiyasla 2,88 kat
istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu belirlendi (p=0,002). DHEA enjeksiyonu
yapilmayip aym slire boyunca DMSO enjeksiyonu yapilan normal over rezervine
sahip gruplarda KOH protokoliiniin COX-2 gen ekspresyon diizeyine etkisi
degerlendirildiginde, DMSO+DMSO+KOH grubu deneklerin COX-2 gen
ekspresyonunun DMSO+DMSO+SF grubuna kiyasla 4,56 kat istatistiksel olarak
anlamli ytliksek oldugu belirlendi (p=0,001). Normal over rezervine sahip deneklerde
KOH protokolii dncesinde 45 giin siireyle DHEA ya da DMSO enjeksiyonlarinin
COX-2 gen  ekspresyon  diizeyine  etkisi  degerlendirildiginde ise,
DMSO+DHEA+KOH  grubu  deneklerin  COX-2 gen  ekspresyonunun
DMSO+DMSO+KOH grubuna kiyasla 5,54 kat istatistiksel olarak anlamli diisiik
oldugu tespit edildi (p=0,001). Normal over rezervine sahip deneklerde DHEA
enjeksiyonlarinin uzun dénem etkisi degerlendirildiginde, DMSO+DHEA+SF grubu
deneklerin COX-2 gen ekspresyonunun DMSO+DMSO+SF grubuna kiyasla 3,51 kat
istatistiksel olarak anlamli diisiik oldugu tespit edildi (p=0,006).

Tablo 27. DMSO+DHEA+KOH, DMSO+DHEA+SF, DMSO+DMSO+KOH ve DMSO+DMSO+SF
gruplarindaki deneklerin ovaryum dokusu COX-2 gen ekspreyon diizeyleri

Ekspresyon
2\(-Avg.(ACY)) kat degisim p
oranli
Kontrol grubu Deney grubu
DMSO+DHEA+SF grubu DMSO+DHEA+KOH grubu
GAPDH 1 1 1 0
COX-2 0,003681 0,010626 +2,88 0,002
DMSO+DMSO+SF grubu DMSO+DMSO+KOH grubu
GAPDH 1 1 1 0
COX-2 0,012937 0,058901 +4,56 0,001
DMSO+DMSO+KOH grubu DMSO+DHEA+KOH grubu
GAPDH 1 1 1 0
COX-2 0,058901 0,010626 -5,54 0,001
DMSO+DMSO+SF grubu DMSO+DHEA+SF grubu
GAPDH 1 1 1 0
COX-2 0,012937 0,003681 -3,51 0,006

* Ekspresyon kat degisim orani, deney grubu gen ekspresyon diizeyinin kontrol grubuna gore + ya da — katin1 temsil eder.
**[kili grup karsilastirmalarinda Student t testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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® Kontrol grubu ekspresyon kat degisimi orani

¥ Deney grubu ekspresyon kat degisimi oram
ikl

COX-2 gen ekpresyon kat degisimi

0
DMSO+DHEA+SF / DMSO+DMSOH+SF / DMSO+DMSO+KOH DMSO+DMSO+SF/

DMSO+DHEA+KOH DMSO+DMSO+KOH DMSO+DHEA+KOH DMSO+DHEA+SF

Grafik 16. DMSO+DHEA+KOH, DMSO+DHEA+SF, DMSO+DMSO+KOH ve DMSO+DMSO+SF
gruplarindaki deneklerin ovaryum dokusu COX-2 gen ekspreyon diizeyleri

4.3.2. ELISA
Serum AMH degeri median 2.33 (1,08 - 5,42) (%25-%75 Persentil) ng/ml

arasindaki 75 denek ¢alismaya dahil edildi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada ‘DOR olgularinda, KOH protokoliine eklenen DHEA’nin
ovaryan folikiillerin gelisimine etkisi ovaryan mikrogevre diizeyinde COX-2
expresyonu lzerinden gerceklesir’ hipotezinden yola ¢ikilarak; diisiik ve normal
ovaryan rezerve sahip deneklerde DHEA’nin tek basina ve KOH protokolii ile
birlikte kullaniminin ovaryan folikiil gelisimi ve COX-2 gen ekspresyon diizeyi

tizerindeki etkileri degerlendirildi.

5.1. DOR Modelinin ve Tedavi Protokollerinin Viicut Agirhgina Etkisi
Calismada sican DOR modeli olusturmak amaciyla; primordiyal ve primer
folikiillerde apoptotik siireci baslatarak sayilarini azaltmasi ve uygulama siirecinde
herhangi bir cerrahi miidahale ve/veya genetik degisiklige ihtiyag duyulmamasi
nedeniyle, in vivo ve in vitro ¢aligmalarda etkinligi kanitlanmis VCD kullanimi
(subkutan, 160 mg/kg/giin, 15 giin) tercih edildi. VCD ile farkl tiirlerde DOR modeli
olusturulan ¢aligmalarda ilacin uygulama yontemi (oral, subkutan, intraperitoneal),
dozu (5 mg/kg-200 mg/kg), uygulama siirelerinin (14 giin- 49 giin) ve VCD
uygulamas ile sigan viicut agirlifina etkisine yonelik sonuglarin oldukca degisken
oldugu goriildii (Berger ve Horner, 2019; Chhabra ve ark., 1990; Haas ve ark., 2007;
Hoyer ve Sipes, 2007b; Keck ve ark., 2007; Mayer ve ark., 2002; Mayer ve ark.,
2004; National Toxicology Program, 1989; Romero-Aleshire ve ark., 2009).
Calismamizin sonuglart VCD’nin viicut agirlig iizerinde etkisi olmadigin1 gosteren
caligmalar1 destekler nitelikte bulundu (Berger ve Horner, 2019; Mayer ve ark.,
2004; National Toxicology Program, 1989; Romero-Aleshire ve ark., 2009) ve 15
giin siireyle gerceklestirilen VCD enjeksiyonlarinin  besin alimi  ve denek
metabolizmasi lizerine bir etkisinin olmadigini diistindiirdii.
Literatiire bakildiginda VCD’nin viicut agirligina olumsuz etkisinin 6zellikle
uzun periyotta (30-49 giin) ve diisiik dozda (60-80 mg/kg/giin) uygulama yapilan
caligmalarda rapor edildigi gozlendi. Calismamizda VCD’nin viicut agirhigini

azalttigin1 gosteren calismalardan farkli olarak, uygulanan VCD dozu daha yiiksek
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uygulandi (160 mg/kg/glin) ve enjeksiyon siiresi daha kisa tutuldu (15 giin). Ovaryan
stimiilasyon protokollerinde viicut kitle indeksinin doz ayarlamasi ve folikiiler
gelisim siirecinde belirleyici bir parametre olmasi nedeniyle (Best ve ark., 2017; Cai
ve ark., 2017; Christensen ve ark., 2016; Provost ve ark., 2016; Supramaniam ve
ark., 2018), DOR modeli olusturulan deneklerin viicut agirliklarinin degismemesi,
calismamizda farkli tedavi protokollerinin etkinligini (KOH, DHEA etkinligi) ve etki
mekanizmasini dogru degerlendirmek agisindan bir standardizasyon saglamistir.

Calisgmamizda KOH ve/veya DHEA uygulamasi da denek agirliklarinda bir
degisime neden olmadi. Literatlire bakildiginda, Wistar cinsi disi siganlarda 7 giin
stireyle intraperitoneal yolla uygulanan 10 mg/kg/giin DHEA dozunun (Medina ve
ark., 2006), Sprague-Dawley cinsi disi siganlarda 27 hafta boyunca subkutan 30
mg/kg/giin DHEA dozunun (Mauri¢ge ve ark., 2003), yine aym tiir sicanlarda
DHEA’nin 1, 5, 10 ve 20 hafta boyunca 60 mg/kg/gin dozunda intraperitoneal
uygulanmasinin  (Parker ve Conway-Myers, 1998) denek viicut agirligini
degistirmedigi saptanmistir. Bu bulgularin aksine, farkli ¢alismalarda farkli doz ve
stirelerde DHEA maruziyetinin viicut agirligi tizerinde olumsuz etkileri tespit
edilmistir (Berger ve ark., 2008; Krishna ve ark., 2001; Taniguchi ve ark., 1995). Bu
calismalarda farkl: tiir deneklere DHEA oral ya da intravaginal olarak farkli dozlarda
uygulanmistir. Calismamizda diisiik ve normal over rezervine sahip deneklere
subkutan olarak 60 mg/kg/giin, 45 giin siireyle DHEA uygulanmistir. Bulgularimizin
DHEA’nin viicut agirhgini azalttigim1 gosteren c¢alismalardan farkli olmasinin
sebebinin; kullanilan denek cinsinin, uygulanan DHEA’nin dozunun, siiresinin ve
uygulanma yollarinin farkliligindan kaynaklandig: diisiiniilmiistiir. Ayrica deneklerin
viicut agirliklarinin benzer olmasi; DHEA nin obeziteden bagimsiz olarak etkilerinin
karsilagtirlmasint ve DHEA sonrasinda uygulanacak olan KOH protokoliiniin
etkinliginin gruplar arasinda etkin degerlendirilmesini saglamistir.

Daha once yapilan c¢alismalar incelendiginde, KOH protokoliiniin viicut
agirhgr tizerine etkilerini degerlendiren literatiire rastlanmamistir. Calismamizda
gerceklestirdigimiz  KOH protokoliiniin, uygulanan kiimiilatif dozun minimal
seviyelerde olmasi ve siiresinin kisa olmasi sebebiyle viicut agirligina etki etmedigi

distintiilmiistiir.
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5.2. DOR Modelinin ve Tedavi Protokollerinin Toplam Ovaryum Agirhgina
Etkisi

Literatiirde VCD uygulamasi ile DOR modelinin olusturuldugu ve ovaryum
agirhginin - degerlendirildigi calismalara bakildiginda, VCD’nin intraperitoneal
80 mg/kg/giin olarak farkl:i siirelerde uygulandigi goriilmiistiir (Flaws ve ark., 1994,
Hoyer ve Sipes, 2007a; Mayer ve ark., 2002; Nozaki ve ark., 2009). Farkl: tiirlerde
ve yas periyodlarinda VCD enjeksiyonlar1 sonrasi ovaryum agirliginin degismedigi
(Flaws ve ark., 1994; Nozaki ve ark., 2009) veya azaldigi (Hoyer ve Sipes, 2007a;
Mayer ve ark., 2002) rapor edilmistir. Ovaryum agirliginin azaldigmi bildiren
caligmalarda 30 glin VCD uygulamasi ardindan deneklerin uzun dénem takibi (360
giin) yapilmis olup, ovaryum agirligindaki azalmanin sebebinin azalan ovaryan
folikiil sayis1 ve artan ovaryum doku atrofisi kaynakli oldugu belirtilmistir (Hoyer
ve Sipes, 2007a; Mayer ve ark., 2002).

Calismamizda, DOR hayvan modeli olusturmak i¢in 60 giinliikk, 160-180 g
agirhginda Spraque-Dawley cinsi disi siganlara 15 giin boyunca, 160 mg/kg/giin
dozunda subkutan VCD enjeksiyonlar1 uygulandi. Sonuglarimiz VCD’nin ovaryum
agirhig iizerinde etkisi olmadigini gosteren calismalar1 desteklemektedir. Kullanilan
denek cinsinin, uygulanan VCD’nin dozunun, siiresinin ve uygulanma yollariin
farklilig1 calismalar arasindaki sonug farkliliklarini agiklayabilir. Calismamizin
sonuglari, gerceklestirilen VCD enjeksiyonlarinin  ovaryum dokusu iizerinde
jeneralize etki gostermedigini, selektif olarak primordiyal ve primer folikiiller
tizerinde olumsuz etkisinin oldugunu ve bu folikiillerin toplam ovaryum agirliginda
etkisinin olmadigini diisiindiirdii.

Calismamizda Spraque-Dawley cinsi digi siganlara 45 giin siireyle
60 mg/kg/giin subkutan DHEA enjeksiyonlar1 uygulandi ve KOH ve/veya DHEA
uygulamasinda ovaryum agirliklarinda anlamli artig goriildii. Ayni tiir deneklere daha
kisa siirede (20 giin) benzer dozlarda DHEA uygulamasinin ovaryum agirhigini
arttirdig1 rapor edilmistir (Wang ve ark., 2004; Ward ve ark., 1978). Bu sonuglar
DHEA enjeksiyonlarin steroidogenezi arttirdigini ve bu sayede ovaryum hacmini
ve agirhgint arttirdigini  diisiindiirmektedir. Daha 6nce yapilan calismalar

incelendiginde KOH protokoliiniin ovaryum agirlig1 lizerine etkilerini degerlendiren
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literatlire rastlanmamistir. Bu calismada 7 giin siireyle gerceklestirilen KOH

protokolii ile birlikte steroidogenez artiginin ovaryum agirligini arttirdigr diistintildi.

5.3. DOR Modelinin ve Tedavi Protokollerinin Ovaryan Folikiil Sayilarina
Etkisi

Literatirde VCD uygulamasiyla DOR modeli olusturulan c¢alismalara
bakildiginda folikiil rezervine ve gelismekte olan folikiillere etkilerinin degisken
oldugu goriilmektedir. Calismalarin hepsinde primordiyal folikiil ve primer folikiil
sayilarinda azalma oldugu rapor edilmistir. Fakat sekonder, antral folikiil ve korpus
luteum sayilarina etkilerinin degisken oldugu goriilmiistiir (Devine ve ark., 2004;
Flaws ve ark., 1994; Kao ve ark., 1999; Mayer ve ark., 2002; Mark-Kappeler ve ark.,
2010; Nozaki ve ark., 2009; Springer ve ark., 1996). Incelenen bu calismalarda
uygulanan dozlardan farkli olarak, bizim ¢alismamizda ovaryan rezervi azaltmak
amaciyla daha kisa siirede (15 giin) subkutan yiiksek doz (160 mg/kg/giin) VCD
uygulandi. Normal ovaryan rezerve sahip deneklere kisa periyodda (DMSO grubu-
15 giin) primordiyal folikiil, gelismekte olan folikiiller ve atretik folikiil sayis1
acisindan bakildiginda, ovaryan rezervin degismedigi, fakat VCD ile DOR modeli
olusturulan deneklerde primordiyal folikiil rezervinde ve gelismekte olan folikiillerde
azalma, atretik folikiil sayisinda artma oldugu goriildii. Normal ovaryan rezervli
deneklerde uzun periyodda da (DMSO+DMSO- 60 giin) folikiil rezervinin
korundugu, fakat atretik folikiil sayilarinin arttif1 saptandi. Dolayisiyla bu sonuglar
normal ovaryan rezervli deneklerde 60 giinliik yaslanmanin folikiil rezervini olumsuz
etkilemedigi seklinde, DOR modelinde ise unilaminar primer folikiiller harig
gelismekte olan folikiillerin azalmasi ve atretik folikiillerin artmasinin hem VCD
etkisinin hem de yas almanin olumsuz etkisinin bir sonucu olarak yorumlanabilir.

Calismamizda normal ovaryan rezervli ve diisiilk ovaryan rezervli deneklere
uygulanan DHEA tedavisi birbirinden farkli sonuglar gésterdi. Normal rezerve sahip
deneklerde DHEA uzun periyodda (60 giin) primordiyal folikiil rezervinde azalmaya,
gelismekte olan folikiillerin korunmasina ve atretik folikiil sayisinin azalmasina
neden oldu. Literatiire bakildiginda farkli doz ve siirelerde DHEA uygulamalari
sonrast folikiil rezervine etkinin ¢ok degisken oldugu goriilmektedir. Primordiyal

folikiillerin arttig1 ve gelismekte olan folikiillerin azaldig1 rapor edilen ¢aligsmalarda,

76



DHEA’nin atretik folikiil sayisini arttirdigi bildirilmistir (lkeda ve ark., 2014,
Honnma ve ark., 2006; Krishna ve ark., 2001; Lee ve ark., 1991). Bu ¢alismanin ve
ad1 gecen c¢alismalarin sonuglarindaki degiskenliklerin sebebinin; farkli denek cinsi
ve uygulanan DHEA ’nin dozunun, siiresinin ve uygulanma yollarinin farkliligindan
kaynaklandig1 disiiniildii. Dislik over rezervine sahip deneklerde ise DHEA
uygulamasinin uzun periyodda (VCD+DHEA- 60 giin) ovaryan rezervi koruyucu
etki gostererek primordiyal folikiil ve gelismekte olan folikiil kaybini, hem de atretik
folikiil sayisin1 azalttig1 saptandi. Literatiirde intraperitoneal ya da oral olarak benzer
doz ve siirelerde DHEA uygulanan DOR modellerinde bizim sonuglarimizi destekler
nitelikte primordiyal ve gelismekte olan folikiillerin arttigi, atretik folikiillerin
azaldig1 rapor edilmistir (Hassa ve ark., 2015; Mahmoud ve ark., 2018; Sozen ve
ark., 2019). Folikiil rezervine ilerleyen yasin etkisini ekarte etmek amaciyla
calismamiza dahil edilen VCD + DMSO enjenksiyonlar1 sonrasinda ise primordiyal
ve primer folikiil sayisinda istatistiksel olarak anlamli azalma, atretik folikdil
sayisinda ise anlamli artis tespit edildi. Bu bulgular, VCD’nin ve beraberinde
ilerleyen yasin primordiyal ve primer folikiiller iizerindeki apoptotik siireci attiric
etkisinin 45 giin siirecinde de devam ettigi, gergeklestirilen DHEA enjeksiyonlarinin
VCD veya yaslanma etkisiyle artan ovaryan folikiillerdeki apoptozu baskiladigi, ayni
zamanda folikiilogenezi arttirdigi seklinde yorumlanabilir. Normal over rezervine
sahip deneklerde DHEA uygulamasi sonucunda atretik folikiil sayisinda azalma
goriilmekle birlikte, DOR modelinin tersine primordiyal folikiil sayilarinda
azalmanin olmasi; DHEA’nin folikiilogenez siirecini hizlandirmasiin bir sonucu
olarak primordiyal folikiillerden biiyiiyen folikiillere gegiste artisinin bir sonucu
oldugu diisiiniilebilir.

BALB/c cinsi fareler ilizerinde yapilan bir ¢alismada ovaryan stimiilasyon
intraperitoneal 10 TU At Koryonik Gonadotropini (eCG) ile gergeklestirilmis ve
ovaryan stimiilasyon sonrasi primordiyal folikiillerde degisim olmadig1 tespit
edilmistir. Arastirmacilar tarafindan, elde ettikleri bulgular dogrultusunda ovaryan
stimiilasyonun over rezervine etki etmedigi bildirilmistir (Maman ve ark., 2009).
KOH uygulanan deneklerden elde ettigimiz sonucglar bunu destekler niteliktedir.
Farkli bir ¢alismada ovaryan stimiilasyonu 25 1U eCG ile intraperitoneal olarak

uygulanan Sprague-Dawley cinsi si¢anlara, stimiilasyon ile birlikte 60 mg/kg DHEA
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subkutan olarak enjekte edilen grupta sadece ovaryan stimiilasyon yapilan gruba
kiyasla atretik folikiil yiizdeleri benzer bulunurken, daha fazla sayida primordiyal
folikiil ve daha az sayida primer folikiil oldugu tespit edilmistir. Ayni ¢aligmada
DHEA’nin folikiiler se¢ilim tizerinde etkili oldugu sonucuna varilmistir (Velez ve
ark., 2019).

Normal over rezervine sahip Sprague-Dawley cinsi siganlar iizerinde yapilan
farkl1 bir ¢alismada denekler; sadece susam yagi enjekte edilen kontrol grubu,
ovaryan stimiilasyonu 251U eCG ile intraperitoneal olarak uygulanan grup (eCG) ve
ovaryan stimiilasyonuna subkutan olarak 60 mg/kg DHEA enjeksiyonu eklenen grup
(eCG+DHEA) olmak tizere 3 gruba ayrilmistir. Deneklerin ovaryan folikiilleri,
gelisim evrelerine gore degerlendirildiginde, eCG grubunda kontrol grubuna kiyasla
daha fazla sayida primordiyal folikiil tespit edilirken, diger tiim folikiil tiplerinde
istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi saptanmistir. eCG+DHEA grubunda ise
hem eCG hem de kontrol grubuna kiyasla daha fazla sayida primordiyal folikiil tespit
edilirken daha az sayida primer folikiil saptanmistir. Arastirmacilar stimiilasyona
eklenen DHEA’nin folikiiler segilimi arttirdigi, ancak folikiiler gelisimi azalttig
sonucuna varmistir (Velez ve ark., 2015). Yapilan bir diger calismada ayn1 sekilde
denekler 3 gruba ayrilmis olup, eCG+DHEA grubunda hem eCG hem de kontrol
grubuna kiyasla antral folikiillerinde apoptozis artis1 bildirilmistir (Faut ve ark.,
2011). Paixao ve arkadaslarmin (Paix@o ve ark., 2016) yapmis oldugu ¢alismada
daha onceki calismalarda oldugu gibi denekler kontrol, eCG ve eCG+DHEA
gruplarina ayrilmis, guplardaki deneklerin primordiyal folikiil sayilar1 benzer
bulunurken, eCG+DHEA grubunda daha fazla sayida primer, sekonder ve antral
folikiil tespit edilmistir. Arastirmacilar stimiilasyona eklenen DHEA’nin folikiiler
gelisimi arttirdig1 sonucuna varmistir.

Calismamizda normal ve diisiik over rezervine sahip deneklere uygulanan
KOH protokoliine eklenen DHEA normal ovaryan rezerve sahip deneklerde
primordiyal ve atretik folikiil sayilarinda bir degisiklik olusturmadi. Unilaminar
primer folikiiller hari¢ diger gelismekte olan folikiillerde artisa neden oldu.
Gelismekte olan folikiillere gosterdigi bu olumlu etki 69 giinliik yaglanma periyodu
sonrasinda da (DMSO+DHEA+SF) go6zlendi. Bu bulgular normal over rezervine

sahip deneklerde KOH protokolii 6ncesinde uygulanan DHEA enjeksiyonlarinin
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folikiilogenezi, primordiyal folikiillerden biiyiiyen folikiillere gecisi ve KOH
protokolii etkinligini arttirdigin1 diisiindiirdii.

Diisiik over rezervine sahip deneklere ise KOH protokolii dncesinde DHEA
tedavisi primordiyal ve tim gelismekte olan folikiil sayilarinda artisa neden oldu.
Ovaryan rezerve bir diger olumlu etkisi olarak atretik folikiil oranlarinda azalma
goriildii. Bu bulgular diisik over rezervine sahip deneklerde KOH protokolii
oncesinde uygulanan DHEA enjeksiyonlarmin folikiilogenezi ve KOH protokolii
etkinligini arttirdigin1 diiglindiirdi. KOH protokolii uygulanmayan, 69 giinliik
periyodda yasatilan deneklerde de benzer sonuglarin elde edilmesi, DHEA nin diisiik
over rezervine sahip deneklerde folikiilogenezi olumlu yonde etkilemeye devam
ettigi seklinde yorumlandi. Bulgularimizin yapilan c¢aligmalardan farkli olmasinin
sebebinin; farkli denek cinsinin, uygulanan KOH protokolii ve DHEA nin dozunun,

stiresinin ve uygulanma yollarinin farkliligindan kaynaklandig: diistiniilmistiir.

54. DOR Modelinin ve Tedavi Protokollerinin Ovaryum Dokusunda
Histomorfolojik Etkileri

Calismamizda kontrol grubunu olusturan kesitlerde; genel morfolojinin
normal goriilmesi fiksasyon, doku takibi, kesit alma ve H&E boyama protokollerinin
uygun ve etkin olarak uygulandigini gésterdi. Sham grubu olarak degerlendirilen
DMSO grubuna ait kesitlerin kontrol grubuyla benzer morfolojik goriintiiye sahip
olmalari, DMSO enjeksiyonlarinin ovaryum dokusu iizerinde herhangi bir toksisiteye
sebep olmadigini diislindiirdii.

VVCD grubunda azalmis over rezervi ile uyumlu olarak goriilen atretik folikil
sayilarinda artis ve oositlerinde asidofili, fragmantasyon ve vakuolizasyon, graniiloza
hiicrelerinde piknotik goriinlimlii nukleus artisi, daha Once yapilan calismalarda
sigcanlarda VCD’nin apoptozun karekteristik 6zelligi olan morfolojik bulgularla
uyumlu olarak degerlendirildi (Kao ve ark., 1999; Springer ve ark., 1996b). Yapilan
birgok c¢aligmada da VCD’nin gelisimin farkli agamasindaki folikiillerde apoptozu
arttirdig1 rapor edilmistir (Devine ve ark., 2002; Hu ve ark., 2001a; Hu ve ark., 2002;
Springer ve ark., 1996a). VCD’nin F344/N cinsi siganlarda 80 mg/kg/giin dozunda
30 giin siireyle intraperitoneal olarak uygulandigi bir calismada uzun dénem

takiplerde folikiiler atrezinin graniiloza hiicrelerinde basladigi saptanmistir. Aym
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calismada sonrasinda oosit ve graniiloza hiicre baglantilarinin bozuldugu, graniiloza
hiicre tabakasinin inceldigi, oositin dejenerasyonu sonrasinda ise folikiil ¢apinin
kiigtildigti bildirilmistir (Mayer ve ark., 2002). Bizim sonug¢larimizda da bu ¢alisma
ile uyumlu olarak oosit ve graniiloza hiicrelerinde hiicre zar1 biitiinligiinde ve
aralarindaki baglantilarda bozulmalar seklinde atreziye giden folikiillere 6zgii
morfolojik degisiklikler tespit edildi.

DHEA’nin ovaryum iizerinde etkisinin morfolojik degerlendirme sonuglari
normal ovaryan reserve sahip deneklerde folikiilogenez ve folikiiler atrezi artisinin
birlikte gergeklestigini diislindiirdii. Diisiik over rezervi modelinde ise VCD’nin
ovaryum dokusunda arttirdigi apoptoz siirecine DHEA nin baskilayict yonde yanit
verdigini diislindiirdii. Ovaryum disinda, DHEA’nin testis, deri, kortikal ndron,
osteoblast, keratinosit, endotel ve lenfoid hiicreleri gibi farkli doku ve hiicre
hatlarinda apoptozu inhibe ettigi bildirilmistir (Alexaki ve ark., 2009; Leskiewicz ve
ark., 2008; Liu ve ark., 2007; Nouveau ve ark., 2008; Takahashi ve ark., 2004; Wang
ve ark., 2007; Yapanoglu ve ark., 2008). Steroid hormonlarin ovaryum dokusunda
atrezi slirecinde ve 6zellikle graniiloza hiicrelerinin apoptozunda etkin oldugu tespit
edilmistir (Billig ve ark., 1993). DHEA enjeksiyonlarinin ovaryum dokusunda
steroidogenezi (Luchetti ve ark., 2004) ve serumda progesteron ve Ostradiol
seviyelerini arttirdig1 yapilan galismalarda belirlenmistir (Sander ve ark., 2006).

Sprague-Dawley cinsi siganlarda DHEA’nin Fas/FasL/kaspaz-8 yolagini
aktive ederek folikiiler atrezide ve membran tipi matriks metalloproteinaz (MT]1-
MMP) artis1 ile doku remodeling’inde rol oynadigi bildirilmistir (Honnma ve ark.,
2006). Ayni g¢alismada c¢alismamizda elde edilen morfolojik bulgularla uyumlu
olarak kistik formasyona sahip folikiil sayisinda artig tespit edilmistir. Daha 6nce
yapilan bir¢ok ¢alismada da sican ovaryumunda DHEA enjeksiyonlar1 sonrasi kistik
degisiklikler bildirilmistir (Lee ve ark., 1991; Luchetti ve ark., 2004; Ward ve ark.,
1978). Calismamizda elde ettigimiz morfolojik bulgular dogrultusunda DHEA’ ’nin
diisiik over rezervine sahip deneklerin ovaryum dokularinda apoptozu azalttig1 ve
normal over rezervine sahip deneklerin ovaryum dokularinda ise kistik formasyona
gecis asamasindaki folikiillerin sayisinda artisa neden oldugu sonucuna varilmstir.

Yapilan ¢alismalara bakildiginda DHEA’nin doku spesifik olarak apoptoz

stirecini farkli etkiledigi, ovaryum dokusunda ise apoptozu arttirdig1 goriilmektedir.
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Calismamiz DHEA’nin  kistik olusumlart arttirdigini  gosteren  c¢aligsmalari
desteklemekte olup, bu olusumlarin DHEA enjeksiyonlar1 sonrasi folikiilogenezdeki
artisa sekonder gelistigi diisiiniilmiistiir. Elde ettigimiz morfolojik bulgularda
apoptotik gortinimli hiicre sayisinda artis olmamasinin sebebinin ise DHEA’ nin
daha fazla siire uygunlamis olmasi ve artan siire ile birlikte farkli metabolitleri
tizerinden farkl etki gosterdigi seklinde yorumlanmustir.

Calismamizda uzun periyodda yasatilan, sham grubu olarak DMSO ve SF
enjeksiyonlar1 uygulanan deneklerin ovaryum dokularinin normal morfolojisini
korudugu goriildii. Bu bulgular ¢alisma boyunca deney kosullarinin uygun oldugunu
ve ovaryum dokularinin herhangi bir dis faktdre maruz kalmadigini diisiindiirdii.
Uzun periyodda yasatilan VCD gruplarinda (VCD+DMSO+SF) folikiil sayilarinda
azalma tespit edilmesi, VCD’nin uzun doénemde ovaryum dokusu {izerinde
toksisitesini apoptotik siirecle devam ettirdigini diisiindlirdii. Normal ve diisiik
rezervli, DHEA ardindan KOH  uygulamadan yasatilan  dencklerde
(DMSO+DHEA+SF ve VCD+DHEA+SF) erken sakrifiye edilen (DMSO+DHEA ve
VCD+DHEA) gruplara gore ovaryan histomorfolojide fark olmamasi DHEA’nin
normal ya da disiik over rezervine sahip deneklerde uzun dénem etkisinin
degismedigini gosterdi.

Normal ve disiik over rezervli deneklerde KOH wuygulamasi sonrasi
folikiilogenez ve vaskiiler yapilardaki artis KOH protokoliiniin uygun ve etkin olarak
uygulandigini, ovaryum morfolojisinde bir etkisinin olmadigin1 diislindiirdii. Daha
once yapilan bir caligmada ovaryan stimiilasyonun ovaryum dokusu fizyolojisini
degistirdigi, ovaryum voliimiiyle birlikte kan akimini arttirdigi belirtilmistir (Pan ve
ark., 2003). Kan akim1 ovaryum dokusunda hem folikiilogenez hem de steroidogenez
asamalarinda 6nemli bir rol istlenmektedir (Abulafia ve Sherer, 2000). Primordiyal
ve primer folikiiller stromal vaskiiler yapilar ile canliligim1 korumaktadir (Findlay,
1986). Yapilan bir c¢alismada ovaryan stimiilasyonda kullanilan eksojen
gonadotropinlerin ~ graniiloza hiicrelerinden  vaskiiler biiylime faktorlerinin
salinmasini sagladigir belirlenmistir (Hazzard, 1999). Aym caligmada bu biiyiime
faktorlerinin Ang-1 (steroid bagimli) ve VEGF (steroid bagimsiz) oldugu rapor
edilmistir. Gonadotropinlere ek olarak, Bcl-2 (Wang ve ark., 2012), IGF (Hu ve
ark., 2004) ve TGF-B siiper ailesinin iiyeleri (inhibin ve aktivin) (Hillier, 2009)
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folikiiler gelisimde ve gelisen folikiillerin viabilitesinde etkin rol oynamaktadir.
Folikiiler atrezi oOncelikle graniiloza hiicrelerinin apoptozu ile baglar (Matsuda-
Minehata ve ark., 2006). Ayn1 zamanda kii¢iik folikiillerin apoptoza karsi daha
duyarli oldugu tespit edilmistir (Luo ve Zhu, 2000).

Calismamizda elde ettigimiz morfolojik bulgular daha 6nce yapilmis olan
caligmalar1 destekler niteliktedir. KOH protokoliiniin vaskiiler yapilarda artis
saglamis olmasi folikiilogenezi ve folikiil viabilitesini agiklamaktadir. Hem normal
hem de diisiik over rezerve sahip deneklerde DHEA ’nin KOH protokolii dncesinde
kullanimimin herhangi bir histopatolojik etkiye sebep olmadigi, ovaryum
morfolojisini degistirmedigi, ayn1 zamanda KOH protokoliiniin etkinligini arttirdig1
tespit edildi. DHEA’nin bu etkisini gonadotropinlerin etkinligini arttirarak mi1 ya da
farkli molekiiler yolaklar iizerinden mi gerceklestirdigi bilinmemekle birlikte, konu

hakkinda ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

5.5. DOR Modelinin ve Tedavi Protokollerinin COX-2 Gen Ekspresyon
Diizeylerine Etkisi

Calismamizda over rezervi ile ovaryum dokusu COX-2 gen ekspresyonu
arasindaki iligkiyi belirlemek adina Kontrol, DMSO ve VCD gruplarindaki
deneklerin sakrifikasyonlar1 sonrasi elde edilen ovaryum dokularinda COX-2 gen
ekspresyon analizleri gergeklestirildi. Kontrol grubu ile DMSO grubu COX-2 gen
ekspresyon diizeyleri benzer tespit edilirken, VCD grubu deneklerinde hem Kontrol
grubu hem de DMSO grubuna kiyasla daha yiiksek COX-2 gen ekspresyonu oldugu
belirlendi. Bu sonuglar ile 15 giin siireyle ger¢eklestirilen DMSO enjeksiyonlarinin
COX-2 gen ekspresyonu lizerinde etkisi olmadigt ve VCD enjeksiyonlariyla
olusturulan diisiik over rezervi ile birlikte COX-2 gen ekspresyon diizeyinde artis
oldugu belirlenmistir.

Yapilan bir calismada Wistar cinsi disi siganlarda VCD’nin 28 giin boyunca
100, 250 ve 500 mg/kg/giin farkli dozlarinda oral yolla uygulanmasi sonucunda
deneysel DOR hayvan modeli olusturulmus ve VCD’nin tiim dozlarinda ovaryum
dokusu COX-2 ekspreyonunu arttirdigi tespit edilmistir. Arastirmacilar VCD’nin
over rezervini inflamasyon ve apoptozu arttirarak diisiirdiigli sonucuna varmistir
(Abolaji ve ark., 2016). Farkli bir ¢alismada, IVF tedavisi alan hastalarin korona

radiata hiicrelerinde COX-2 gen ekspresyon analizi ger¢eklestirmis; diisiik over
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rezervine sahip hastalarin korona radiata hiicrelerinde normal over rezervine sahip
hastalara kiyasla daha yiiksek oranda COX-2 gen ekspresyonu oldugu bildirilmistir
(May-Panloup ve ark., 2012). Sprague-Dawley cinsi disi si¢anlarda tek doz
radyoterapi sonrast deneysel DOR modeli olusturulmus ve diisiik over rezervine
sahip deneklerin ovaryum dokularinda COX-2 ekspresyonunun arttig1 tespit
edilmistir (Said ve ark., 2016).

Bu caligmalarda rapor edilen bulgularin tersine, azalan over rezervine
gelisimin farkli asamasindaki folikiillerin COX-2 ekspresyon diizeylerinde
azalmanin eslik ettigini gosteren bir ¢aligmada, 60 giin boyunca yiiksek kalorili diyet
ile beslenen ve obezite kaynakli DOR modeli olusturulan Wistar cinsi disi siganlar
degerlendirilmistir. Arastirmacilar yiiksek kalorili diyet ile over rezervinin azaldigi
ve ovulasyon siirecininin etkilendigi sonucuna varmistir (Bazzano ve ark., 2015).

Calismamizda elde ettigimiz bulgular VCD ile olusturulmus deneysel DOR
hayvan modelinde ovaryan COX-2 gen ekspresyon artigini bildiren galismalari
desteklemektedir. Daha Once yapilan ¢aligmalar ve calismamizda elde etti§imiz
veriler kapsaminda VCD’nin diisiik over rezervi ilizerindeki etki mekanizmasinin
temel olarak folikiiler apoptoz siireci iizerinden gerceklestigi, ek olarak da hormonal
diizensizlik, oksidatif stres ve inflamasyon artisi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir.

Calismamizda diisiik over rezervine sahip deneklere uygulanan DHEA
enjeksiyonlarinin ovaryum dokusu COX-2 gen ekspresyonu iizerindeki etkisi
degerlendirildiginde, diisiik over rezervine sahip deneklerde 45 giin sonrasinda da
VCD’nin uzun dénemde over rezervi iizerinde olumsuz etkisinin devam ettigi ve
COX-2 gen ekspresyonunda artisa sebep oldugu belirlendi. DOR modelinde DHEA
tedavisinin COX-2 gen ekspresyonunun daha diisiik oldugu tespit edildi. Bu bulgular
ile diisiik over rezervine sahip deneklerde 45 giin siireyle gerceklestirilen DHEA
enjeksiyonlarinin ovaryum dokusu COX-2 gen ekspresyonunu azaltic1 yonde etki
ettigi belirlendi. Normal rezervli deneklerde DMSO enjeksiyonlarinin uzun dénemde
de COX-2 gen ekspresyonu iizerinde etkisinin olmadigi ve 45 giin siireyle
gerceklestirilen DHEA enjeksiyonlarinin  da ovaryum dokusu COX-2 gen
ekspresyonuna etkisi olmadigi belirlendi.

Yapilan bir c¢alismada 20 giin siireyle intraperitoneal yolla uygulanan

60 mg/kg/glin DHEA dozunun normal over rezervine sahip disi BALB/c cinsi
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farelerin ovaryum dokularinda COX-2 ekspreyonunu arttirdig tespit edilmistir (Elia
ve ark., 2006). In vitro sartlarda gerceklestirilen graniiloza hiicre kiiltiir calismasinda,
DHEA prekiirsoriic olan DHEAS’nin graniiloza hiicrelerinde COX-2 gen
ekspresyonunu arttirdigr tespit edilmistir (ELBeltagy ve ark., 2007). Sprague-Dawley
cinsi disi siganlar {izerinde yapilan farkli bir ¢alismada, prenatal donemde 3 giin
5 mg/giin siireyle testesteron ile hiperandrojenize edilen deneklerin postnatal
ovaryum dokularinda COX-2 ekspresyon artis1 saptanmistir. Arastirmacilar prenatal
androjen yiiksekliginin proinflamatuar siireci indiikledigi sonucuna varmistir
(Amalfi ve ark., 2012).

Yapilan calismalar incelendiginde DHEA nin ovaryum dokusunda COX-2
ekspresyonu azaltict etkisini bildiren literatiire rastlanilmamistir. Bulgularimizin
yapilan c¢alismalardan farklt olmasinin sebebinin; denek cinsinin, uygulanan
DHEA’nin  dozunun, siiresinin ve uygulanma yollarmin  farkliligindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.

Ovaryum dokusunda DHEA ile COX-2 etkilesimini degerlendiren g¢alisma
say1s1 az olmakla birlikte caligmalarda degerlendirilen ovaryum dokularinda herhangi
bir patoloji bulunmamaktadir. Bulgularimizin DHEA’nin ovaryum dokusunda
COX-2 ekspresyon artigini gosteren ¢alismalardan farkli olmasinin bir diger 6nemli
sebebi ise; calismamizda degerlendirilen dokularin diisiik over rezervine sahip
deneklere ait olmasi ve bu dokularda daha onceki yapilan ¢aligmalar goz Oniine
alindiginda inflamasyon artisinin bulunmasidir. Farkli dokular {izerinde
gerceklestirilen bircok c¢alismada DHEA’nin proinflamatuar sitokinleri azalttig
gosterilmistir (Ben-Nathan ve ark., 1999; Straub ve ark., 1998; Weiss ve ark., 2011).
Ayn1 zamanda inflamasyon artig1 gosteren dokularda DHEA ’nin sistemik inflamatuar
yanitin modiilasyonunu sagladigi ve COX-2 ekspresyon seviyelerini azalttig
bildirilmistir. Yapilan bir calismada romatoid artrit olgularinda DHEA kullaniminin
kikirdak dokusunda COX-2 ekspresyon seviyelerinde azalmayla sonuglandigi
bildirilmistir (Sun ve ark., 2006). Malik ve arkadaglarinin (Malik ve ark., 2003)
yapmis oldugu calismada, sistemik inflamatuar yanitin artis gosterdigi travmatik
beyin hasar modeli olusturulan Sprague-Dawley cinsi disi si¢anlara intraperitoneal 2
giin siireyle 25 mg/kg dozunda DHEA enjeksiyonlar1 gerceklestirilmis ve DHEA

enjeksiyonlar1 sonrasinda kortikal doku COX-2 ekspresyonunun azaldigi rapor
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edilmistir. Deneysel kolit modeli olusturulmus Wistar cinsi sicanlarda yapilan bir
calismada, DHEA metaboliti olan 7-Hydroxy-DHEA’nin bagirsak dokularinda
COX-2 ekspresyonlarmi azalttigi tespit edilmistir (Hennebert ve ark., 2008).
Calismamizda diisiik over rezervine sahip deneklerde DHEA enjeksiyonlar1 sonrasi
COX-2 ekspresyon diizeyi azalirken, normal over rezervine sahip deneklerde COX-2
ekspresyon diizeyinde degisim olmamistir. Sonug¢ olarak DHEA’nin sistemik
inflamatuar yanitin modiilasyonunu COX-2 ekspresyon seviyelerini azaltarak
gosterdigi diisiintilmiistiir.

Calismamizda diisiik over rezervine sahip deneklerde KOH protokolii dncesi
DHEA uygulanan deneklerde ovaryum dokusunda daha yiiksek COX-2 gen
ekspresyonu goriildii. Benzer artisin DHEA verilmeden uygulanan KOH grubunda
da (VCD+DMSO+KOH) goriilmesi ve bu artisin DHEA verilen deneklerden yiiksek
olmas1 KOH protokoliiniin beklenildigi tizere COX-2 gen ekspresyonu artisina sebep
oldugu ve bu artisin DHEA’dan bagimsiz oldugu seklinde yorumlandi. KOH
protokolii uygulanmayan deneklerde DHEA’nin COX-2 ekspresyonunda azalma
gostermesi DHEA’min  KOH protokoliinden bagimsiz olarak COX-2 gen
ekspresyonunu azalttig1 seklinde yorumlandi.

Calismamizda normal over rezervine sahip deneklerde de KOH protokoliiniin
DHEA’dan bagimsiz olarak ovaryum dokusunda COX-2 gen ekspresyonunu
arttirdigr goriildii. DOR modeliyle benzer sekilde, normal rezervli deneklerde KOH
oncesi DHEA uygulamasinin COX-2 gen ekspresyonunu azalttii, fakat KOH
protokolii uygulanmayan deneklerde DHEA’ ’nin COX-2 ekspresyonunda bir degisim
olusturmamasi goz Oniine alindiginda; DHEA’nin 45 giin enjeksiyonlar1 sonrasi
COX-2 gen ekspresyonunu degistirmedigi ancak 9 giin sonrasinda COX-2 gen
ekspresyonunu azalttigi ve KOH protokolii birlikteliginde COX-2 gen ekspresyonu
tizerinde azaltici etki gosterdigi seklinde yorumlandi.

Yapilan bir calismada IVF tedavisi alan hastalarin kumulus hiicrelerinde
COX-2 gen ekspresyon analizi gerceklestirilmistir. KOH protokolii uygulanan
hastalarda artan yasla birlikte kumulus hiicrelerinde COX-2 gen ekspresyon artigi
tespit edilmistir (Adriaenssens ve ark., 2010). C57BL/6NCrl cinsi fareler {izerinde
yapilan farkli bir ¢alismada, intraperitoneal 5 1U/100g eCG ve 48 saat sonrasinda

5 1U/100g intraperitoneal hCG enjeksiyonlart ile ovaryan stimiilasyon
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gerceklestirilmis; hCG enjeksiyonundan 4 saat sonra graniiloza hiicrelerinde COX-2
ekspresyonunda artig bildirilmistir (Siddappa ve ark., 2015). Normal over rezervine
sahip Sprague-Dawley cinsi siganlarin kullanildig1 bir ¢alismada; sadece susam yagi
enjekte edilen kontrol grubu, ovaryan stimiilasyonu 25 IU eCG ile intraperitoneal
olarak uygulanan grup (eCG) ve ovaryan stimiilasyonuna subkutan olarak 60 mg/kg
DHEA enjeksiyonu eklenen grup (eCG+DHEA) olmak iizere 3 grup
degerlendirilmis. Deneklerin  ovaryum dokusu COX-2 ekspresyonunun eCG
grubunda kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu eCG+DHEA grubunda ise
hem eCG hem de kontrol grubuna kiyasla daha yiliksek oldugu tespit edilmistir.
Arastirmacilar  stimiilasyona eklenen DHEA’nin ovaryum dokusunda artan
prostaglandin E diizeyi sebepli COX-2 artisina sebep oldugu sonucuna varmislardir
(Velez ve ark., 2015). Velez ve arkadaglarinin (Velez ve ark., 2019) yapmis oldugu
caligmada ovaryan stimiilasyonu 25 U eCG ile intraperitoneal olarak uygulanan
Sprague-Dawley cinsi si¢anlara, stimiilasyon ile birlikte 60 mg/kg subkutan DHEA
enjeksiyonu gercgeklestirilmistir. Ovaryum dokusu COX-2 gen ekspresyonlar
degerlendirildiginde, DHEA enjeksiyonu yapilan grupta sadece ovaryan stimiilasyon
yapilan gruba kiyasla daha yiiksek COX-2 diizeyi tespit edilmistir.

Bu bulgularin aksine farkli bir ¢aligmada yiiksek androjen diizeyinin ovaryan
COX-2 ekspresyonunu azalttigi ifade edilmistir. KOH protokolii uygulanan androjen
yiiksekligi oldugu bilinen polikistik over sendromu tanili hastalardan elde edilen
graniiloza hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla daha diisiik COX-2 gen ekspresyon
diizeyi tespit edilmistir (Lee ve ark., 2017). Aym sekilde polikistik over sendromu
tanili hastalarda gerceklestirilen bir diger ¢calismada ise KOH protokolii sonrasi elde
edilen folikiil sivisinda kontrol grubuyla benzer diizeyde COX-2 gen ekspresyonu
saptanmistir  (Sander ve ark., 2011). IVF tedavisi alan diisiik over rezervi tanili
hastalara KOH protokolii 6ncesi 12 hafta boyunca oral yoldan 75 mg/giin dozunda
DHEA tedavisi uygulanan br ¢alismada hastalarin kumulus hiicrelerinde COX-2 gen
ekspresyon diizeyi DHEA tedavisi almayan grup ile benzer olarak saptanmistir
(Jayaprakasan ve ark., 2014).

Calismamiz  KOH protokoliinlin  ovaryum dokusunda COX-2 gen
ekspresyonunu arttirdigini bildiren ¢alismalar1 desteklemektedir. Ayni zamanda

calismamizda KOH protokolii 6ncesi gergeklestirilen DHEA enjeksiyonlarinin COX-
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2 gen ekspresyon diizeyini azaltmis olmasi, yiiksek androjen diizeyinin ovaryan
COX-2 ckspresyonunu azalttigint bildiren ¢alismay1 destekler niteliktedir.
Bulgularimizin yapilan diger calismalardan farkli olmasinin sebebinin; farkli denek
cinsi ve uygulanan KOH protokoliiniin dozunda ve siiresinde farkliliklar olmasindan
kaynaklandig1 diigiiniilmiistiir. Ayni zamanda bir diger Onemli sebep olarak;
DHEA’nin tek basma inflamasyon artigi gosteren dokularda sistemik inflamatuar
yanitin modiilasyonunu sagladigr ve COX-2 ekspresyon seviyelerini azalttigi goz
Oniine alinarak, KOH protokoliine eklenen DHEA nin ayn1 mekanizmayla etki etmis
olabilecegi diisliniilmiistiir. Yapilan ¢aligmalarda KOH protokoliiniin birgok
inflamatuar mediator iizerinden sistemik inflamatuar yanit olusturdugu bildirilmistir
(262, 263). Sonu¢ olarak DHEA’nin, uygulanan KOH protokolii sonrasi artis
gosteren sistemik inflamatuar yanitin modiilasyonunu COX-2 ekspresyon

seviyelerini azaltarak gosterdigi diigiiniilmiistiir.

5.6. Sonug¢

VCD’nin apoptotik mekanizmalar T{izerinden over rezervini azalttig
bilinmektedir. Proinflamatuar mekanizmalar iizerinden etkinligine dair c¢aligmalar
bulunmakla birlikte halen tartismalidir. Bu g¢alismada VCD’nin proinflamatuvar
etkisini destekler nitelikte COX-2 ekspresyonunu arttirict etkisi gosterilmistir.
DHEA’nin DOR modelinde folikiilogenezi arttirdigini, apoptotik siireci baskiladigini
ve aynit zamanda COX-2 gen ekspresyonunu azaltarak sistemik inflamatuar yanitin
modiilasyonunu sagladig1 gosterilmistir.

Sonug olarak; ¢alismamizda diisiik over rezervinde DHEA’nin primordiyal
folikiil tizerine koruyucu etkisinin oldugu ve KOH protokoliiniin etkinligini arttirdig:
tespit edilmistir. DHEA’nin ovaryan mikrogcevre iizerine olan etkinligi ve etki
mekanizmasi1 hakkinda yeni bulgular elde edilmis olup, DOR olgularinda KOH
protokoliine eklenebilecek bir tedavi segenegi olarak kabul gorebilecegi sonucuna

varilmistir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

AFC: Antral folikiil say1s1

AMH: Antimiillerian hormon

AR: Androjen reseptor

Co0Q10: Koenzim Q10

COX-2: Siklooksijenaz-2

DEHYUAM: Deney hayvanlari yetistirme uygulama ve arastirma merkezi
DHEA: Dehidroepiandrosteron

DMSO: Dimetil siilfoksit

DOR: Diisiik over rezervi

eCG: At koryonik gonadotropini

ELISA: Enzyme linked immunosorbent assay
ER B: Ostrojen reseptor beta

FSH: Folikiil stimulan hormon

GADPH: Gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz
GH: Grantiloza hiicre

GnRH: Gonadotropin salgilatict hormon
H&E: Hematoksilen-eozin

IVF: In vitro fertilizasyon

KOH: Kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon
LH: Luteinizan hormon

MT1-MMP: Membran tipi matriks metalloproteinaz
NSAI: Non-steroid anti-inflamatuar

pAKT: Protein kinaz AKT

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

PGEZ2: Prostaglandin E2

PGH: Primordiyal germ hiicreleri

PGHZ2: Prostaglandin H2

PI3K: Fosfatidilinositol 3-kinaz

PMSG: Gebe kisrak serum gonadotropini
RCT: Randomize kontrollii ¢alisma

SF: Serum fizyolojik

TBF: Testis belirleyici faktor

VCD: 4-Vinylcyclohexene diepoxide

WHO: Diinya saglik orgiitii
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8. TESEKKUR

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda doktora egitimi aldigim siire
boyunca bilgisi, tecriibesi ve destegiyle her zaman yanimda olan, bana yol gosteren
degerli danmismanim Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr. Berrin AVCI’ya tesekkiirlerimi
ve saygilarimi sunarim.

Destegini hep hissettigim, bilgi, gorgii ve tecriibesine bagvurdugum degerli
hocam Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dal1 Bagkani Prof. Dr. Semiha ERSOYa; egitimim siirecinde biiyiik emekleri olan
bilgilerini comertce paylasan Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri Prof. Dr. Zeynep KAHVECI, Prof. Dr.
Zehra MINBAY, Prof. Dr. Ozhan EYIGOR’e; emekli Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ilkin
CAVUSOGLU’na ve SANKO Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dal1 Bagkani Prof. Dr. Sahin A. SIRMALI’ya tesekkiir ederim.

Ihtiyacim oldugunda yardimlarmi esirgemeyerek her zaman destek olan
Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali’ndaki tiim asistan arkadaslarima, ¢alisanlarina ve laboratuvar ¢alismalarimdaki
desteklerinden dolay1 Biyo. Ayse AKTAS’a ve ozellikle tezimde biiyiik emekleri
olan, ihtiyacim oldugunda her zaman destek olan Ars. Gor. Goktan KUSPINAR’a
tesekkiir ederim.

Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dali Uremeye Yardimci Tedavi Merkez Sorumlusu Prof. Dr. Giirkan
UNCU ve Dr. Ogr. Uyesi Isii KASAPOGLU basta olmak iizere tiim ¢alisanlarma
egitimim boyunca verdikleri emeklerden ve desteklerinden dolay1 tesekkiir ederim.

Laboratuvar imkanlarini esirgemeyen ve tecriibeleriyle yol gosteren Bursa
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Prof. Dr. Melehat DIRICAN ve asistan1 Ars. Gor. Dr. Cengiz BOZYIGIT’e; Bursa
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Prof. Dr. Mehmet CANSEV’e tesekkiir ederim. Bursa Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali asistanlarindan Ars. Gor. Adem
ALEMDAR’a ve Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dal1 asistanlarindan Ars. Gor. Isil Ezgi KUTLUya desteklerinden ve emeklerinden
dolay1 tesekkiir ederim.

Son olarak, beni bugiinlere getiren aileme; hayatimi1 anlamli kilan sabr1 ve
sevgisiyle her zaman yanimda olan, beni destekleyen, motive eden esim Ogr. Gor.
Dr. Aysen CAKIR’a ve sevgili oglum M. Kerem CAKIR’a; bu siiregte bana destek
veren herkese tesekkiir ederim.
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