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OZET

Ozer, M.C. 4-Vinilsikloheksen diepoksid uygulanan sicanlarda
dehidroepiandrosteron’un ovaryumlarda uzun dénem etkileri. Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal
Tipta Uzmanlik Tezi, Eskisehir, 2010. 4-vinilsikloheksen diepoksid (VCD) plastik
sanayide, komiir ve sigara dumaninda bulunur. VCD, fare ve sicanlarda primordial
ve primer folikiillerde apoptozu indiikleyerek irregiiler siklus, hormonal degisiklikler
ve primordial ve primer folikiil havuzunun tiikenmesi sonrasinda menopoza neden
olur. Arastirmamizda VCD’nin ovotoksik etkisinin uzun dénem DHEA kullanimi ile
folikiil havuzu ve iireme fonksiyonlarinda koruyucu olup olmadigini incelemeyi
amagladik. Caligmamizda 28 giinliikk 40 adet Sprague-Dawley cinsi disi si¢anlar
kullanildi. Sig¢anlar, 55 giin boyunca dimetil siilfoksid (DMSO) (i.p. 200mg/100g)
uygulanan kontrol grubu (n=10), 15 giin VCD (i.p. 160 mg/kg) uygulanan grup
(n=10), 55 giin DHEA (i.p. 200mg/100g) uygulanan grup (n=10) vel5 giin VCD (i.p.
160 mg/kg) ve 55 giin DHEA (i.p. 200mg/100g) uygulanan grup (n=10) olmak iizere
4 gruba ayrildi. Deney sonucunda derin anestezi altinda servikal dislokasyon ile
oldiiriilen hayvanlarin viicut ve organ agirliklari alinarak tartildi ve intrakardiyak kan
orneklerinde biyokimyasal analizleri (Ostradiyol, FSH, AMH, inhibin B) yapildi.
Organlara uygun doku takip islemleri yapilarak seri kesitleri alindi. 5 pm
kalinhiginda kesitlere H&E ile ve immiinohistokimyasal boyalar (AMH, TUNEL,
Kaspaz 3 ve AR) uygulandi. Bulgularimizda VCD’nin ovaryumlarda primordiyal ve
primer folikiil sayilarini azalttig1 buna karsilik sicanlarin sikluslar1 heniiz bozmadigi
goriildii. DHEA uygulanmasinin ise VCD’nin ovaryumlara verdigi hasar1 apoptozu
azaltarak kismen korudugu go6zlendi. Ayrica DHEA uygulanmasinin ovaryum
rezervinin gostergesi olan serum AMH diizeyini arttirdigi gortildii. Sonuglarimiza
gore DHEA kullaniminda doz ve siirenin dikkatli ayarlanmasi gerektigini

diistinmekteyiz.

Anahtar Sozciikler: VCD, DHEA, ovaryum, si¢an, apoptoz

Destekleyen Kurumlar: Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirmalar

Fonu’nun 200811013 nolu projesi.
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ABSTRACT

Ozer M.C. Long term ovarian effects of Dehidroepiandrosterone on 4
Vinylcyclohexene diepoxide. applied rats .Eskisehir Osmangazi University
Faculty of Medicine, Medical Speciality Thesis in Department of Histology and
Embryology, Eskisehir,2010. 4 Vinylcyclohexene diepoxide is an industrial
chemical that is found in plastic, coil and and cigaratte smoke. VCD selectively
destroys primordial and primary follicles of rats by apoptosis. Depletion of
primordial follicles can cause hormonal changes, cycle irregularities and by the time
menopause We aimed whether VCD induced depletion of follicle and hormonal
changes could be reversed by using DHEA for long term. 28 days ages, 40-60 g,
female Sprague-Dawley rats were randomly divided into four groups. Rats were
injected with VCD intraperitoneally (ip) (160 mg/kg) for 15 days and DHEA ip (6
mg/100 gram body weight, dissolved in DMSO) for 55 days and VCD ip (160
mg/kg)-DHEA ip(6 mg/100 gram BW dissolved in DMSO) combination for 55
days. At the end of the study, rats were anaesthetized and sacrified. Rats, their uterus
and ovaries were weighed. Left ovarian tissue were taken and paraffin blocks were
prepared with routine histological techniques. Sum sections were taken and stained
with H&E and immunohistochemical methods (TUNEL, Caspase-3 and AMH,
AR).Acording to our findings VCD caused follicle depletion in primordial and
primary follicles by apoptosis . However, rat cycles were not disturbed. DHEA can
protect ovary by lowering apoptosis in these follicules. DHEA increased serum level
of Anti miillerian hormone which is an ovarian reserve marker. Acording to our
findings;we thought that DHEA should be used carefully and time and dosing.
should be adjusted.

Keywords: Vinylcyclohexenediepoxide, Dehydroepiandrosterone, rat, apoptosis,
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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1. GIRiS

Vinilsikloheksen diepoksid (VCD), bocek ilaci, lastik, kaucuk ve plastik
sanayisinde iiretilen maddelerin 1,3-bilitadian dimerizasyon formu olan 4-
vinilsikloheksen (VCH)’in metabolitidir. (116, 120, 195,196).

VCD ve VCH ovaryumlara toksik etki yapmaktadirlar. Bu iki kimyasaldan
VCH, sadece farelerin ovaryumunda, VCD ise hem fare hem de sicanlarin
ovaryumlarma toksiktir. VCD, primer ve primordiyal folikiilleri parcalayarak
yetiskin si¢anlarda prematiir over yetmezligine sebep olur. VCD direkt olarak
ovaryumlara toksiktir. (89, 114, 234, 242)

On giin siiresince VCD uygulanan sigcanlarda 151k mikroskobu diizeyinde
apoptozun morfolojik kriterleri goriiliir. Kontrol ovaryumlar ile karsilastirildiginda
VCD uygulanan siganlarda apoptoz isaretleri artar. Bu isaretler; primordial ve primer
folikiillerdeki oositlerin membranlarinda diizensizlesme, niikleus zarina yakin
kromatin yogunlagmasi, oosit etrafindaki graniiloza hiicrelerinde diizensiz
dagilmalar, oosit ve graniiloza hiicreleri arasindaki kontakt kaybidir. Baz1 graniiloza
hiicrelerinde de niikleus zar1 boyunca kromatin birikmesi olmaktadir. Preantral
folikiillerin oositlerinde ve graniiloza hiicrelerinde biiziisme olur. (136, 239)

VCD sigan ve fare primordiyal ve primer folikiillerindeki oosit sayisint selektif
olarak azaltir. VCD’nin neden oldugu hiicre 6liimii ve folikiil kayb1 apoptoz yoluyla
gerceklesir (114, 175, 239). Kullanilan biyokimyasal, molekiiler ve morfolojik
yaklasimlar, bu yolun daha c¢ok primordiyal ve primer folikiiller iizerine etkili
oldugunu diisiindiirmektedir. Apoptozun artmasi ile iliskili oldugu bilinen olaylar
VCD de artirmaktadir (13, 14, 16).

Dehidroepiandrosteron (DHEA) ve onun siilfat esteri DHEAS, insan adrenal
korteksinden salgilanan ana hormondur. Fizyolojik rolleri heniiz anlagilamamuistir.
DHEA diger adrenal steroid hormonlardan farkli olarak yaslanmayla beraber
azalmaktadir.

Insanlardaki biitiin steroid hormonlarin sentezinde DHEA kullanilir. DHEA,
3B hidroksisteroid dehidrogenaz aktivitesiyle androstenediona, 17 hidroksisteroid
dehidrogenaz aktivitesi ile testesterona ve aromataz aktivitesiyle ostradiola cevrilir.

DHEAS, DHEA’nin kanda dolasan hidrofilik formudur. Sadece lipofilik form olan



DHEA hiicre icinde androjen ve Ostrojenlere cevrilebilir. Pre ve postmenopoz
doneminde kadinlarda sentezlenen Ostrojenlerin  %50-100°14  periferik hedef
dokularda DHEA’dan sentezlenir.

Fare ve sigan adrenal bezinde 17 alfa hidroksilaz enzimi yoktur. Fare ve
sicanlarda seks steroidlerinin sekresyonu gonadlarda olmakta ve DHEA gonadlar
tarafindan iiretilmektedir. Adrenal bez androjen iiretimine katkida bulunmamaktadir.
(264)

Disaridan uygulanan DHEA ovaryumlarda kist ve atretik folikiil gelisimine
neden olur. DHEA uygulanmasinin ovaryum steroidogenezisini arttirmaktadir. (166)
DHEA uygulayarak ovaryumlarda polikistik ovaryum modeli olusturulabilir.

DHEA uygulanan inmatiir sicanlarda overlerde kistik degisiklikler, erken
ovulasyon, asiklisite ve sonrasinda anovulasyon olmaktadir. (148, 149) Diizenli
sikluslar1 olan erigkin siganlara DHEA uygulanmasi sonrasinda ovaryumlarda kistik
degisiklikler gozlenir. (275)

Antimiillerian hormon (AMH) TGF- ailesinin bir Ttyesidir. AMH,
folikiilogenezde ©nemli role sahiptir. Primordial folikiillerin toplanmasi ve
fertilitenin saglanmasi igin gereklidir. AMH, primordial folikiil toplanma evresinde
ve FSH bagimli dominant folikiil se¢iminde inhibitdr role sahiptir. AMH,
ovaryumlardaki fonksiyonel rolii disinda ovaryum reservini belirlemede de
onemlidir. Insanda primer folikiillerden kiigiik antral folikiillere dogru gegiste AMH
eksprese edilir. Preovulatuvar biiylik antral folikiillerde, AMH ekspresyonu ¢ok
kisitlt ya da yoktur. (72).

Biiytiyen folikiillerde tiretilen AMH parakrin etki ile primordial folikiillerin
rekruitmentini ve sonrasinda biiylimelerini engeller. Buna ek olarak neonatal fare
ovaryum kiiltiirleri AMH’ye maruz birakildiklarinda daha az biiyliyen folikiil olur.
(72) AMH insanda biiyiiyen folikiil havuzunun bir gdstergesi olarak kullanilabilir.
(9) AMH bu havuzun boyutunu, hem biiylimeyi (rekruitment) hem de azalmasin
(seleksiyon) inhibe ederek etkileyebilir.

Inhibinler (inhibin A,inhibin B), ovaryum granuloza, intertisyel, teka
hiicreleri, korpus luteum ve testisin Sertoli hiicreleri tarafindan {iretilirler. Hipofiz
kaynakli gonodotropin sekresyonunu negatif feedback mekanizmayla baskilarlar.

Inhibinler, ovaryumlarda parakrin faktorler olarak etki gosterirler. (283)



Ovaryumdaki inhibinler teka hiicrelerinden androjen iiretimini arttirirlar.
Folikiiler gelisim sirasinda graniiloza hiicrelerinde artarak iiretilen ve antral sivida
biriken inhibin, komsu teka hiicre tabakasinda LH ile indiiklenen androjen sentezini
pozitif yonde etkileyebilir. (214) Perimenopozal hastalarda bazal FSH artis1 ve E2
artist olmaktadir. Bu degisikliklerin olmasindan oOnce inhibin B diizeylerinde
dustikliik olur. (207)

Androjenler steroid hormonlardir. Biitiin androjenler icin tek bir reseptor
vardir. Bu reseptor en yiiksek affinite ile testesteron ve dihidrotestesterona baglanir
(298). Androstenadion, Ostradiol ve progesteron gibi diger androjenler ise reseptore
testosterona gore daha diisiik afiniteye sahiptirler

Sigcanlarda yapilan ¢alismalarda androjen reseptorii (AR) immun reaktivitesi
primer, sekonder, matiir folikiillerin graniiloza hiicrelerinin nukleuslarinda
gosterilmigtir. Primordial folikiiller ve korpus luteumlarda gosterilememistir.
Interstisyel hiicrelerde dagilmis sekilde immunreaktivite gdsterilmistir.

Perimenopozal donemde luteal fonksiyonlarin baskilanmasi sonrasinda serum
inhibin A diizeylerinde de diistikliik olur. (48, 158) Menopoz sonrasinda inhibin A ve
inhibin B konsantrasyonlar1 saptanamayacak diizeye diiser. (213)

Perimenopoz, menopozun baslangicina yakin endokrinolojik, biyolojik ve
klinik 6zellikler tasidigindan, menopozdan hemen 6nceki ve menopozdan sonraki ilk
yildir. Menopozal doniisiim, menstrual diizensizligin arttifi son menstrual periyod
(FMP) dan onceki zamandir. Menstruel diizensizlik, perimenopozal gecis olarak
adlandirilan objektif olarak tanimda kullanilabilen tek belirtectir. Menopoz ovaryum
aktivitelerinin kaybin1 takip eden donemde menstruasyonun tamamen kesildigi
noktadir.

Menopozal doniisiim, ovaryum primordiyal folikiil sayisinda azalma
oldugunda meydana gelir. Dolasimda AMH’deki major azalma bunu yansitir.
Déniisiimiin baglamasinin en énemli klinik 6zelligi siklus diizensizligidir. inhibin B,
FSH salinnminin diizenlenmesinde anahtar rol oynar. (33) Oositlerin sayisinda
kademeli azalma ve ovaryum korteksinin incelmesi ile ovaryumdaki hilus ve
medulladaki kan damarlarinda sklerozis ve sonucunda oksijenasyonda azalma
meydana gelir. Menopoz olugmasiyla ovaryumlar ince, burusuk ve c¢ok kiiciik hale

gelir.(42)



Insan ovaryum yapisi yasla beraber degismektedir. Menopozla beraber
ovaryumlar interstisyel hiicrelerden ve stromadan zengin bir dokuya doniisiir.
Dolayisiyla menopoz sonrasi olusan ovaryum dokusu androjen iiretmeye devam eder
(2). Menopoz sonrasi ovaryum voliimii biiyiik oranda azalir. Menopozda ovaryum
folikiil igermez ve fibréz bir bag doku yapisindadir. (30)

Kadinlarda ortalama menopoz yast 51 dir. Yasaminin ortalama olarak 70 yil
oldugu diisiiniilecek olursa; bir kadin hayatinin neredeyse iigte biri menopozda
gecmektedir. Bir ¢cok kadin ¢esitli kariyer kaygilardan dolay1 ¢ocuk sahibi olmay1
ertelemekte, ovaryum yaslanmasi sorunuyla karsi karsiya kalmaktadir. Insan
yasaminin uzamasi nedeniyle menopozlu yillarda gecirilen siire daha da Onem
kazanmaktadir. Kadinlar sinirli sayida kiigiik folikiil havuzu ile beraber dogarlar. Bu
havuzu direkt olarak etkileyecek herhangi bir etki erken menopoza neden olmaktadir.

Folikiil gelisimi ve farlilasmasi kompleks bir siirectir. Ilk basamaklarmn
gonadotropinlerden bagimsiz olarak ilerledigine inanilir. Daha sonraki donemler ve
folikiilerin se¢cimi FSH’ya oldukg¢a bagimli olarak devam eder. Bu siiregte iki ana
basamak digerlerine gére daha onemli goriiliir. Bu basamaklar ilk rekruitment ve
biiyliyen folikiillerin atreziden kurtuldugu siklik rekruitment dénemidir. Primordial
hiicre rekruitmenti folikiil havuzunun biiyiikligiiyle uyumludur ve yasla azalir.

Arastirmamizda sicanlara ovotoksik oldugu bilinen yiiksek doz VCD
uygulayarak folikiillerdeki etki ile DHEA’nin uzun doénem uygulanmasinin

ovaryumlardaki folikiil havuzunun korunmasindaki roliinii incelemeyi amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ovaryumlarin Embriyolojisi:

Erkek ve disi morfolojik karakteristikleri, embriyonik 7. haftaya kadar
gelisime baslamazlar. Genital sistem erken donemde her iki cinstede birbirine
benzer, bu nedenle genital sistemin gelisiminin baslangi¢ donemine, seksiiel
gelisimin farklanmamais sathasi ad1 verilir. (189)

Gonadlar ii¢ kaynaktan koken alirlar (Sekil 2.1)

1. Posterior abdominal duvari doseyen solom epiteli (intermediyer

mezodermin iirogenital plagindan gelisir)

2. Altindaki mezensgim (embriyonik bag dokusu)

3. Primordiyal germ hiicreleri (PGH)

Gonadlarin  gelisimi 5. haftada gdzlenmeye bagslar. Erken donemde
mezonefrozun medialinde, mezotelde bir kalinlasma meydana gelir. Bu epitelin ve
altindaki mezensimin proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde bir kabariklik -
gonadal kabarti- olusur. Kalinlagmis mezotel primordiyal germ hiicrelerini bolgeye
¢ceken TGF-p (transforming growth factor ) ailesinden bir kemotaktik faktor salgilar
ve ayni anda bu hiicrelerin ¢ogalmasim1 uyarir. PGH’lerinin primitif gonadlara
ulagsmasindan hemen 6nce genital kabartinin epiteli prolifere olur ve epitel hiicreleri
altindaki mezensimin i¢ine gémiiliir. Bu yapilar primer cinsiyet kordonlar1 (gonadal
kordonlar) adi verilen diizensiz sekilli yapilar1 olusturur. Parmak seklindeki epitel
kordonlar (gonadal kordonlar) altindaki mezensim igerisine dogru kisa siirede
biiyilirler. Farklanmamis gonad bu asamada dista korteks ve igte medulladan
olusmaktadir. Eger embriyo XX cinsiyet kromozom kompleksine sahip ise,
farklanmamis gonadin korteksi ovaryuma farklilagirken medullasi ise geriler. (189)

PGH, testis ve ovaryumlar da bulunan yetiskin gametlerin embriyonik
onciilleridir. Biiyiik, yuvarlak sekilli, motil ve 15-20 pm ¢apinda olan hiicrelerdir.
Niikleuslar1 ekzantrik yerlesim gosterir ve kromatinleri belirgin haldedir,
niikleoplazma esit miktarda dagilmis olup bir veya iki adet biiyiik niikleolus igerir.
PGH biiylik mitokondrilere ve ¢ok sayida ribozomlara sahiptir. Golgi aygitina ait
vezikiiller ve endoplazmik retikulum sisternalari nadir olarak bulunur. Bunlarla

birlikte glikojen partikiilleri ve lipit damlaciklar1 insan PGH’lerin sitoplazmalarinda



yaygin olarak bulunur. Glikojen partikiilleri ve lipit damlaciklar1 PGH’lerinin gogii
esnasinda enerji kaynagi olarak kullanilir. PGH’leri dordiincii hafta basinda vitellus
kesesi duvarinda, allantoisin baslangi¢ yerine yakin, endoderm hiicreleri arasinda
ortaya ¢ikarlar. Sayilar1 yaklasik 100 adettir. Embriyonun katlanmalar1 sirasinda,
vitellus kesesinin dorsal pargasi embriyo igerisine dahil olur. Katlanma ile beraber
primordiyal germ hiicreleri, arka barsagin dorsal mezenteri boyunca gonadal
kabartilara go¢ ederler. PGH’lerin koken aldiklari yerden gonadlara dogru go¢
ederken izledikleri yol hala tam olarak anlagilamamistir. Uzun zamandir gelisen
gonadlarin germ hiicrelerine karsi kemotaktik bir ¢ekim giicii olusturdugu tahmin

edilir. (40, 68, 169, 192, 202, 211, 216)
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Sekil 2.1. Ovaryumlarin embriyolojik gelisimi Moor’dan (189) alinmistir.

PGH, go¢ esnasinda béliinerek ¢ogalirlar ve ovaryuma ulastiklarinda yaklasik
olarak sayilar1 1000°e ulasir. Altinc1 haftada primordiyal germ hiicreleri mezensim

hiicreleri arasina katilirlar ve gonadal kordonlara dahil olurlar. Primordiyal germ



hiicrelerinin gogii, stella, fragilis genleri ve BMP-4 (kemik morfogenik protein-4)
tarafindan diizenlenmektedir. (36, 68, 189, 177, 202, 226, 231)

Disi embriyolarda gonadal gelisim daha yavas olur. Onuncu haftaya kadar,
ovaryumlar histolojik olarak ayirt edilemezler. Gonadal kordonlar, belirgin
degildirler, medulla i¢ine dogru sokulurlar ve rudimenter bir yap1 olan rete ovarii’yi
olustururlar. Rete ovarii ve gonadal kordonlar normalde dejenere olurlar ve
kaybolurlar. Kortikal kordonlar erken fetal donemde ovaryum yiizey epitelinden
koken alarak altta bulunan mezensim igerisine dogru girerler. Bu epitel mezotelden
gelismektedir. Kortikal kordonlarin boyutlari arttiginda, primordiyal germ hiicreleri
aralarina girer. Yaklagik 16. haftada, bu kordonlar izole hiicre kiimelerine
(primordiyal folikiiller) pargalanirlar. Olusan folikiillerin her biri, primordiyal germ
hiicrelerinden kdken alan bir oogonyum ve onu saran, yiizey epitelinden kdken alan,
tek sirali yassilagmis folikiil hiicrelerini igerir. Fetal yasam sirasinda oogonyumlarda
olusan aktif mitoz sonucu, binlerce primordiyal folikiil meydana gelir. (189)

Oosit, ovaryumlarda gelisimini tamamlar ve insanda bulunan en biiyiik
hiicredir. Yuvarlak bi¢imli, ¢ap1 yaklasik 120-200 pm arasinda olan hareketsiz bir
hiicredir. Oosit, tuba uterinadan uterusa dogru liimendeki siv1 akintis1 ve epitellerdeki
silyalar yardimi ile kendi ekseni etrafinda veya yuvarlanmalar ile yol alir. Oositin
niikleusu hiicre sekline uygun olarak yuvarlaktir ve merkezde bulunur. Kromatin agi
niikleusun her tarafina esit miktarda dagilmistir ve gevsek bir yap1 gosterdiginden
acik renkte boyanir. Oosit sitoplazmasina ayni zamanda ooplazma adi1 da verilir. En
onemli 6zelligi paraplazma denilen besin maddelerinden zengin olmasidir. Belli bash
besin maddeleri protein, lipid, yag, karbonhidrat, mineraller ve vitaminlerdir. (19, 23,
62, 135)

Primer oosit ilk mayoz boliinmesine dogumdan once baslar ancak profaz
asamast puberteye kadar tamamlanamaz. Bu asamada oogonyumlar germ
kordonlarinin epiteliyal hiicrelerinden meydana gelen tek katli folikiil epiteli
tarafindan sarilir. Primer oositi c¢evreleyen folikiil hiicrelerinin birinci mayozu
profazda tutan bir faktér olan oosit maturasyon inhibitéri (OMI) adindaki bir
maddeyi salgilayarak oositin mayoz boliinme stirecini durdurdugu diistiniiliir. S6lom
epiteli ovaryumda germinal epitele ve altindaki bag dokusu ise tunika albugineaya

farklilasir. (5, 18, 36, 49)



Postnatal (dogum sonras1) donemde oogonyum meydana gelmez. Dogumdan
once biiyiik bir boliimii dejenere olsa da, dogumdan sonra 2 milyon civarinda primer
oosit kalir. Pubertede ovaryumlarda profaz asamasinda bekleyen primer oositin
boyutlar1 artar ve birinci mayoz boliinmesini tamamlar. Ancak, sitoplazma esit olarak
boliinmez ve olusan sekonder oosit yaklasik olarak biitiin sitoplazmay1 alirken 1.
kutup cisimcigine ise ¢ok az miktarda sitoplazma kalir. I. kutup cisimcigi kisa siire
icinde dejenere olur. (68, 104, 189, 226 231,)

Ovulasyondan sonra sekonder oosit ikinci mayoz bdliinmeye girer, ama
boliinme sadece metafaza kadar ilerler ve bu asamada spermi bekler. Eger bir sperm
sekonder oositin icine girerse, ikinci mayoz bdliinme tamamlanir ve yine
sitoplazmanin ¢ogu bir hiicreye, fertilize olmus oosite veya olgun oosite gecer. Daha
az sitoplazmaya sahip olan hiicre (II. kutup cisimcigi) kisa siirede dejenere olur, II.

kutup cisimeigi atildiginda oositin olgunlagsmasi tamamlanir. (68, 104, 189, 226 231,)

2.2. Ovaryumlarin Anatomisi

Ovaryumlar, uterusun her iki tarafinda lateral pelvik duvarlara yakin
konumda fossa ovarica icinde yerlesen, badem sekilli, yaklasik olarak 3-8 gr
agirliginda, 3-5 cm uzunlukta, 1.5-3 cm genislikte ve 1-1,5 cm kalinliktadirlar.
Ovaryumlarin 6n kisimlarinda kan damarlarinin ve sinirlerin girdigi hilus adi verilen
bolge bulunur. Mezovaryum (posterior), kan damarlarin1 ovaryumlara ileten bir
periton kivrimi olup ovaryumu uterusun yan kenarlarindan uzanan ligamente
(ligamentum latum) baglar. Ovaryum superiorunda yer alan ligament (ligamentum
suspensorium) ile pelvik duvara baghdir. Bu ligament ovaryuma ait damar ve
sinirleri tagir. Ovaryum inferiorunda da ayr bir ligament (ligamentum ovarii) ile
uterusa baghdir. Bu ligament pelvis tabaninda gelisen gonada baglanan embriyonik
fibroz kord olan gabernakulumun artigidir. Puberteden once ovaryum ylizeyi
diizgiindiir. Fakat reprodiiktif yasamda tekrarlayan ovulasyonlar nedeni ile diizensiz
yap1 ve artan skarlar olusur. Postmenopozal donemde, ovaryumun boyutu reprodiiktif

donemin dortde birine diiser. (5, 59, 224) (Sekil-2.2)
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Sekil 2.2: Ovaryumlarin anatomik lokalizasyonu (301)

2.3. Ovaryumlarin Histolojisi

Ovaryum mezotelyumun devami olan tek katli kiibik ve bazi boliimlerde yer
yer yasst hiicrelerden olusan ovayum yiizey epiteli ile Ortiiliidiir. Yiizey epitelinin
altinda, ovaryuma beyazimsi rengini veren ve tunika albuginea olarak adlandirilan
siki bag dokusu tabakasi bulunur. Tunika albugineanin altinda, oosit igeren
folikiillerin bulundugu korteks boliimii ile i¢ kisimda gevsek bag dokusu iginde
zengin bir damar yatagi iceren medulla boliimleri vardir. (134, 206, 224) Histolojik
Ozellikleri birbirinden farkli olan bu iki béliim arasinda, keskin bir sinir bulunmaz.
Geng bireylerin ovaryumlarinda bu iki kisim kolayca ayrilabilirken daha ileri ki
yaslarda pek fark edilemez. (79, 81, 84, 95, 134)

Ovaryum korteksinde ¢esitli gelisim asamalarinda olan folikiiller bulunur.
Puberteden once kortekste sadece primordiyal folikiiller, puberteden sonra primer,
sekonder ve antral folikiiller bulunur. Sekstiel olgunluk doneminde bu folikiillerden
baska korpus luteum ve atretik folikiiller bulunur. Menapoz doneminde ise

folikiillerin sayis1 olduk¢a azalir. (82, 135, 235, 241) (Sekil 2.3)
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Ovaryum medullast gevsek fibroelastik bag dokusu yapisindadir. Medullada
kollajen lif demetleri, elastik lif aglari, biiyiilk kan damarlari, lenf damarlari, sinir
demetleri ve ¢esitli yonlere uzanan diiz kas lifleri bulunur. Kortekse gore elastik ve
kollajen liflerin sayis1 fazladir. Bu yapilarin yani sira medullada interstisiyel ve hilus
hiicrelerine de rastlanir. Folikiillerin atrezi olmasindan sonra teka interna hiicreleri
tek tek ya da gruplar halinde kalirlar ve interstisyel hiicreler ya da bezler olusur.
Insanda menstruasyon &ncesi bazi interstisiyel hiicreler ostrojen salgilar. Bazi
tiirlerde ise progesteron salgilar. ilk menstruasyon siklusu sirasinda interstisiyel
hiicrelerin ¢ogunlugu involusyona ugrar ve fonksiyonlar1 azalir. Hilus hiicreleri,
testisin Leydig hiicrelerine benzer organel yapisina sahip olup, lipit¢e zengindir ve
hiicre icinde Reinke kristallerine benzer yapilar bulunur. Hilus hiicreleri steroid

hormon olarak androjen salgilarlar. (Sekil 2.3) (79, 82, 84, 134, 135, 241)

Antral Follikiil

Atretik Follikiil
Antral Follikiil
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osit
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Atretik Follikiil

Korpus Hemarajikum

Sekil 2.3. Ovaryumun enine kesiti. korteks ve medulla (224)
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2.3.1. Graniiloza hiicreleri

Grantiloza hiicreleri, olgunlagmakta olan ve olgunlasmis folikiillerde 5-7 um
capl polihedral hiicrelerdir.(1) Rete ovariden (181) mi yoksa yiizey epitelinden (98)
mi gelistigi tartismalidir. Bazal membrana tutunan hiicreler siklikla prizmatik
sekillidir ve hiicre smirlar1 belirsizdir. Kiigiik yuvarlak veya oval sekilli
hiperkromatik niikleuslar1 vardir. Graniiloza hiicreleri direkt kan akimina sahip
degildir. Vaskiilarize teka katmanindan bir bazal lamina ile ayrilmislardir. Bazal
lamina relatif bir folikiil bariyeri olusturarak 16kosit ve biiyiik molekiil agirlikli
maddelerin folikiile girmesine engel olur. Kan akiminin olmamasi komsu graniiloza
hiicreleri arasinda ve oositle graniiloza hiicreleri arasi interselliiler iletisim varligini
gerekli kilar. Herhangi bir evredeki folikiillerin graniilosa hiicreleri arasinda zonula
adherensler ile neksuz ve desmozomlar vardir. Graniiloza hiicrelerindeki mitotik
figlirler genellikle matiir folikiillerde ¢ok sayidadir. Bunlarin sayisi ovulasyondan
once azalir. Ovulasyondan birkag saat Once luteinizasyon baslayana kadar
sitoplazmik lipidler yoktur. Primer, sekonder ve antral folikiillerin graniiloza
hiicrelerinin  sitoplazmalari,  sitokeratin, vimentin ve desmoplakin igin
immiinreaktifdir.

Olgunlagsmakta olan folikiilde graniiloza hiicrelerinin sitoplazmalarindaki
lamellar kristali mitokondriyonlar, graniillii ER, serbest ribozomlar ve golgi cisimleri
yavas yavas ¢ogalirlar.

Graniiloza hiicreleri bulunduklar1 yere bagli olarak, mural graniiloza
hiicreleri, antral graniiloza hiicreleri ve kumulus graniiloza hiicreleri olmak tizere
farkli fenotipler gosterirler. Mural graniiloza hiicreleri, antral folikiilde yiiksek 3 f
hidroksisteroid dehidrogenaz ve aromataz aktivitesi gostererek en biiyiik
steroidojenik aktiviteyi gosterirler ve preovulatuvar folikiilde en fazla LH
reseptoriine sahiptirler. Antruma yaklastikga graniiloza hiicrelerinde steroidojenik
aktivite azalirken mitotik aktivite artar. Ovulasyon esnasinda oosit ile birlikte salinan
kumulus hiicreleri aromataz eksprese etmezler ve LH reseptér ve LH ya cevap

kapasiteleri mural kompartmanlara oranla daha diistiktiir. (43, 52, 77)
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2.3.2. Teka hiicreleri

Graniiloza hiicrelerinin tersine teka hiicreleri, fetal yasamdan menopozun
sonuna degin, gelisen folikiillerin periferinde ve stromal hiicrelerden devamli olarak
farklilagirlar. Teka ve interstisyel hiicreler, stromal kompartmanin mezensimal
hiicrelerinden gelisirler. Primer interstisyel hiicreler gebeligin 12. haftasinda fetal
ovaryumun medulla boliimiinde ortaya ¢ikar ve 20. gebelik haftasinda kaybolurlar.
Gonadotropinlere cevap veremezler. Kolesterol yan zincir klivaj aktiviteleri olmadigi
icin de novo steroidogenez yapamazlar. Fakat sirkiile steroidojenik Onciilleri
kullanarak androjen iiretebilirler. Teka tabakasi, steroid hormon salgilamaya uygun
endokrin bir yapr gibi zengin sekilde damarlanma gosteren teka interna ve biiyiik
cogunlugu fibroz bag dokudan olusan teka eksternadan olusur. (285)

Teka internayr olusturan hiicrelerin zarlarinda LH reseptorleri bulunur ve bu
hiicreler de steroid {iireten hiicrelerin ultrastriiktiirel 6zellikleri gozlenir. Poligonal
sekilli olup oval niikleuslara, sitoplazmalarinda ¢ok sayida lipit damlalarima ve
gelismis diiz endoplazmik retikuluma sahiptirler. Mitokondriyumlarin kristalari
tibiiler tiptedir. Bu hiicreler bag dokusundan gelistigi halde epiteloid
karakterdedirler. Teka interna hiicreleri, graniiloza hiicrelerindeki erkek seks
hormonu olan androstenedionu {iretmektedir. Teka hiicrelerinde iiretilen
androstenedion, aromataz enzimi yardimiyla graniiloza hiicrelerinde Ostrojene
cevrilir. Graniiloza hiicreleri, teka internadan bir bazal lamina ile ayrilmaktadir. Teka
interna hiicreleri graniiloza hiicrelerinden farkli fakat stromal hiicrelerle benzer
olarak vimentin i¢in immiinreaktiftir. Sitokeratin i¢in ise immiinreaktif degildir.
Mitotik goriiniim olgunlagan folikiillerin teka hiicrelerinde mevcuttur. (56, 79, 91,
123, 135, 241).

Teka eksterna tabakasi, teka internanin etrafin1 sarar ve cevre stroma ile
siirlar1 belirsizdir. Teka eksternada az sayida konsantrik yerlesimli fiiziform bag
dokusu hiicreleri, yogun kalin kollajen lifler ve diiz kas demetleri bulunur. Her iki
teka arasinda ve teka eksterna ile ¢evre stroma arasinda kesin bir siir yoktur. (56,

79, 91, 123, 135, 241).
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2.3.3. Ovaryum stromasi

Kortikal ve medullar stroma benzer goriinimdedirler ve sinirlart belirsizdir.
Ig bi¢imli stromal hiicreler dar sitoplazmalidir. Berrak sitoplazmik lipid damlaciklari
ozellikle ge¢ reproduktif ve postmenopozal donemde 6zel boyalarla gosterilebilir.
Immiinohistokimyasal boyalarla sitoplazmada ayrica vimentin, aktin ve desmin
goriintlilenebilir (1).

Luteinize stromal hiicreler ise folikiillerden uzakta stromada bulunurlar. Tek
baslarina siklikla medullada, kiigiik bir yuva iginde bulunurlar. Polihedral sekilli,
eozinofilik-acik, ¢cesitli miktarda lipit damlacigi iceren sitoplazmalari vardir. Sentral
yerlesimli yuvarlak nukleusa ve belirgin nukleolusa sahiptirler. Bu hiicrelerde
testosteron i¢in sitoplazmik immiinreaktivite bulunur. (1)

Ovaryum stromasi ayrica belirgin steroidojenik aktivitesi olmayan
fibroblastlardan olusur. Bu hiicreler androjen reseptorii eksprese ederler ve
androjenlerin etkisi ile prolifere olurlar. Ovaryum kaynakli hiperandrojeneminin
karakteristigi stromal yogunlukta artis olarak goriiliir. Stromal hiicreler ovaryumlarda
cevre yapilardan folikiil ve korpus luteumu ayirirlar. Biiyiime faktorleri ve baglayici

proteinleri iiretirler.

2.4. Ovaryum Folikiillerinin Gelisimi (Folikiilogenezis)

Folikiillerin primordial folikiill populasyonundan ayrilip gelisme ve
differensiasyonuna folikiilogenezis denir. Folikiilogenez somatik hiicrelerin
proliferasyonu, steroidojenik kapasite elde etmesi, oositin bilylimesi ve mayoz
boliinme ile karakterizedir. Folikiilogenezin amaci matiir, kumulus kompleksi ile
cevrili, iireme yolunda spermle doéllenebilen oosit ve endometriumun gebelige hazir
olmasini saglayacak hormonlari salgilayan korpus luteum elde etmektir. Bu folikiiller
ardigik biiylime ve differensiasyon siirecine girmeden dnceki donemde sessizdirler.
Biitiin folikiiller ovulatuvar doneme ulasmazlar, bir kisim folikiil atrezi denilen bir
siirecle kaybedilirler. Mc Gee ve arkadaglarina gore folikiilogenezde iki donem
vardir (176). Bunlardan birincisi ilk recruitmentdir. Bu donemde primordial
folikiiller erken antral déneme dogru yavas biiyiime igerisindedirler. Ikincisi siklik
rekruitmentdir. Bu donemde atreziden kurtulan erken antral folikiiller hizli bir

bliylime igerisine girerler. Folikiiller siklik rekruitment siirecine girdikten sonra bir
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ya da bazilar1 daha ileriye biiyiime ve ovulasyon igin segilirler buna dominant
follikiil ad1 verilir. Diger follikiiller atreziye ugrarlar.

Folikiiliin gelisimi, graniiloza, teka, interstisyel hiicreler ile oositlerden
salinan biiylime faktorlerinin otokrin ve parakrin sinyallerine baglidir. Bu faktérler,
BMP-4, Bcl 2, Kit, FGF, NOBOX, NTS/Trkb, survivin, XIAP, GDF-9, NAIP, SCF,
integrin, gonadotropin, TRAIL olmak {izere ¢esitli molekiillerdir. (101)

2.4.1.Primordiyal folikiiller

Disi bireylerde PGH’ler 25. haftada mitozla ¢ogalarak yaklasik 7 milyon
oogonyum meydana getirir. Bu asamada yassi epitelyum hiicreleri oogumyumlarin
cevresini tek tabaka halinde sararak primordiyal folikiilleri olusturur. Mayoz
boliinmeye girmis primer oositlerin biiyiik ¢ogunlugu primer folikiil olusturamayip
atreziye ugrar ve yok olurlar (94). Fetal hayatin besinci ayinda baslayan atrezi
folikiillerin sayisini logaritmik olarak azaltir. Atrezi baslamadan once bes milyon
civarinda olan oosit sayis1 dogumda 1 milyondan aza iner (224). Pubertede ise bu
rakam 200.000’e kadar inmistir (55). Puberteden itibaren her menstural dongiide bir
kac¢ adet folikiil gelisirken yalnizca bir tanesi baskin folikiil olup son asamaya kadar
gelisir, digerleri ise atreziye ugrayarak yavas yavas yok olurlar. Bir kadinin tiretken
donemi siiresince yaklasik 400 oosit bu asamaya kadar gelip ovulasyonla atilir.
Menopozdan sonra geri kalan oositler birka¢ yil icinde tamamen yok olur. (224)
Bununla beraber, son yillarda bazi arastirmalarda fare tiirlerinde germ hattt kok
hiicrelerinden, yasamin erken yillarinda yeniden esey hiicresi olusturulmustur. Bazi
kurbaga tiirlerinde (Xenopus laevis) kok hiicrelerinden, yasam siiresinin ¢ogu
boyunca esey hiicresi iiretildigi yoniindeki kanitlar oldukca kuvvetlidir. (189, 129)
Primordiyal folikiillerin gelisebilmesi i¢in NGF (nerve growth factor) ve SPOI11
(spondation protein homolog 11) gibi faktdrlerin etkisi bulunur. (56, 66, 68, 96, 203,
226) Bunun disinda bir ¢ok biiyiime faktorii burada rol alir. Kok hiicre faktort,
l6semi inhibitor faktor, insulin gibi faktorler primordial hiicre biiylimesini arttirirlar.
BMF-4 (Bone morphogenik factor-4) primordial folikiil yasamini attirmakta ve
primordial-primer folikiil gecisinde rol almaktadir. (199) GDF-9 yoklugu,

folikulogenezi, primer follikiil siirecinde bloke eder.(67)



15

2.4.2.Primer folikiiller

Puberteden itibaren ¢esitli unsurlarin etkisiyle oositler ve bunlara eslik eden
folikiil hiicreleri bir biiylime evresine girerler. Biiyiimenin ilk isareti, yassi folikiil
epitel hiicrelerinin kiibik hiicrelere doniismesidir. Bu agamada folikiil primer folikiil
adin1 alir. (184)

Primer folikiiller, primordiyal folikiildeki primer oosit, folikiil hiicreleri ve
bunlar1 ¢evreleyen stromal dokudaki degisikliklerin sonucu olarak gelisir. Primer
oositin ¢api biiylir. Folikiil hiicreleri oosit gelismesi bagh olarak degisiklige ugrarlar.
Yassidan kiibik sekle donisiirler ve graniiloza hiicreleri admni alirlar. Primer
folikiilde, oositin ¢evresinde tek katli kiibik epitel ve bazal lamina bulunur. Primer
folikiiliin ¢ap1 50-80 um kadar biiyiir. Ayrica, primer folikiillerde oositin ¢evresinde
zona pellusida olusmaya baslar. Primordiyal folikiillerden primer folikiillerin
geligebilmesi icin BMP4, BMP7 ve FGF7 gibi baz1 faktorlerin etkileri vardir (79,
134,162, 199, 241)

2.4.3.Sekonder Folikiiller

Folikiil epiteli ve cevresindeki stroma, folikiillerin maturasyonu ile iligkili
olarak hem hiperplaziye hem de hipertrofiye ugrar. Bu komponentler solid,
multilaminar 6zellikteki sekonder folikiilii olustururlar. Folikiilde graniiloza hiicreleri
mitoz ile c¢ok katlh duruma gelirler. Hiicrelerin sikica paketlendigi c¢ok katl
konsantrik bir diizen kazanirlar. Graniiloza hiicrelerin olusturduklar1 bu c¢ok kath
epitele stratum graniilozum adi verilir. Ayrica bu tip folikiillere multilaminar primer
folikiil de denir (91, 134, 241). Folikiil biiylirken primer oositinde ¢ap1 artar ve
homojen, eozinofilik ekstraselliiler bir tabaka olan zona pellusida, hiicrenin plazma
membranini ¢evreler. (206)

Proteoglikanlardan zengin olan zona pellusida, hem oosit hem de graniilosa
hiicreleri tarafindan sentezlenir. Zona pellusida, folikiil i¢cindeki iireme hiicresini,
tubada ovulasyona ugramis oositi ve klivaj asamasindaki embriyoyu korur. Ayrica
sperm ile iletisim kuran bolge olmakla birlikte polispermiden koruyucu basamagida
olusturur. Isik mikroskobunda parlak, homojen bir sekilde ve asidofilik olarak
gozlenir. Ayrica glikoprotein igeriginden dolayr PAS pozitiftir. Yalnizca iig
glikoproteinden olusur: 200 kDa agirliginda ve dimerik yapida olan ZP1; 120 kDa
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agirliginda olan ZP2 ve 83 kDa agirliginda olan ZP3. ZP2 ve ZP3 diizenli araliklarla
ZP1 dimerleri tarafindan birbirlerine baglanarak uzun filamen kompleksini
olustururlar. Sperm baglanmasi sirasinda, ZP3’e bagli olan O-oligasakkaritler sperm
reseptorleriyle iliskiye girerler. (1)

ZP1 olmayan fare yapisal olarak anormal zona olusturur ve fekunditesinde
azalma goriiliir. ZP2 olmayan farede preovulatuvar follikiilii barindiramayan ince bir
zona olusur, antral follikiil sayis1 azalir ve daha az yumurta ovulasyona ugrar. ZP3

eksik fare zona pelusida olusturamaz ve disiler sterildir. (163)

2.4.4. Antral folikiiller

Sekonder folikiiller gelisimlerine devam ederken, graniiloza hiicreleri arasinda
bosluklar olusur. Bu bosluklarin igerisine folikiil sivis1 (likor folikiilii) bulunur.
Graniiloza hiicreleri tarafindan iiretilen bu sivida glikozaminoglikan, proteoglikan,
20 kadar cesitli enzim ve steroid-baglayan proteinler vardir. Ayrica, liiteinazan
hormon (LH), folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve bu hormonlarin salinimini
diizenleyen progesteron, dstradiol, inhibin, folliostatin (folikiilostatin) ve aktivin gibi
steroid igerikli ¢6zlinmiis hormonlar bulunur. Folikdil s1visi iiretimi bir yandan devam
ederken bir yandan da tek tek bulunan bosluklar birleserek sivi dolu biiylik bir bosluk
(antrum folikiilii) olusturmak iizere birlesirler. Bu asamada oositler neredeyse olgun
boyutlarina (~120pum) ulasir ve biiyiimesi durur. Ancak graniiloza hiicreleri
cogalmaya devam eder. (184) Folikiiller bu asamadan sonra antral folikiil ismini
alirlar. (224)

Graniiloza tabakasi oositi ¢evreleyen bolge disinda her yerde hemen hemen
ayni kalinlikta iken ¢evresel yerlesim gosteren oosit etrafinda ise daha yogun bir
sekilde birikerek bir tepecik olustururlar. Kiimiiliis ooforus adini alan graniiloza
hiicreleri ovulasyon sonrasina kadar oosit ile birlesik halde kalirlar. Oosit ile iligkili
ve onu saran bir veya daha fazla tabakali graniiloza hiicreleri artik korona radiata
olarak adlandirilir ve ovulasyondan sonra da oosite eslik ederler. Ovulasyondan
sonra korona radiata ile oosit, aralarindaki neksuzlar ile siirekli temasta
olduklarindan dolay1 birlikte kiimiiliis oosit bileskesi kompleksi (COC) olarak
adlandirilir. (224) Antrumu ¢evreleyen graniiloza hiicrelerine ise membrana

graniiloza denir. (134, 189, 224, 226)
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Ovulasyona yakin donemlerde folikiil son gelisim evresine ulagir. Bu olgun
folikiil, 10 mm veya daha biiylik capta olup graaf folikiilii olarak isimlendirilir. Bu
folikiiller, ¢cok biiyiik oldugundan dolayr ovaryum korteksinin kalinlig1 boyunca
uzanip bir miktar da ovaryumun disina dogru c¢ikinti yapar. Yaklasik olarak
ovaryumun biiyiikliigiine yakin boyuttadir. Bu esnada graniiloza hiicrelerinin mitotik
aktiviteleri azalir. Graniiloza hiicrelerini teka internadan ayiran folikiil bazal laminasi,
kalinlagarak membrana vitrea adini alir. Bu donemde oositin biiylimesi, follikiil
hiicrelerinin ¢ogalmasi durur. Primer oosit ¢ekirdegine, vezikiila germinativa (GV),
nukleolusuna ise makula germinativa denir. Primer oosit sitoplazmasinda ¢ok sayida

vitellin graniiller bulunur. (36, 78, 79, 135, 189, 224, 226)

2.5. Folikiiler Atrezi
Ovaryumda dogum sirasinda sayilart milyonlarla ifade edilen ve cesitli gelisim
evrelerinde folikiil bulunur. Her menstrual siklusta birden ¢ok folikiil gelisir. Ancak
olgun bir folikiil, parcalandiginda ve oosit kiimiiliis korona kompleksi atildiginda
geride kalan olgunlagmakta olan folikiiller, atrezi ismi verilen bir siire¢ ile ortadan
kaybolurlar. Atrezi graniiloza hiicrelerindeki apoptoz araciligiyla meydana gelir.
Fetal gelisim, erken postnatal yasam ve pubertede ¢ok sayida folikiil atreziye ugrar.
Folikiiller atreziye ugrarken ilk basta oositler daha sonra da folikiil hiicreleri dejenere
olurlar. Atreziye ugrayan primordiyal folikiillerin yerini stroma alir. Gelisen
folikiillerin atrezisi ise daha kompleks bir olaydir. Bu olaylar siralarsak; Oosit
dejenere olur. Mitoz durur ve graniiloza hiicreleri arasinda endoniikleazlar ve
hidrolitik enzimlerin ekspresyonu goriiliir. Notrofil ve makrofajlarin  graniiloza
tabakasina invazyonu gerceklesir. Folikiil antrumuna graniiloza hiicreleri dokiiliir ve
vaskiilarize bag dokusu dizisi ile graniiloza tabakasinin invazyonu gerceklesir.
Otolitik degisikliklere dayanikli olan zona pellusida ise makrofajlar tarafindan
fagosite edilerek ortadan kaldirilir. Teka interna hiicrelerinde hipertrofi gozlenir.
Folikiil kollaps1 olur. (1, 79, 82, 134, 189)
Folikiillerdeki atrezi siirecini birkag gen diizenler. Bunlardan bir tanesi
gonodotropinlerin indiikledigi noral apoptoz inhibitér protein (NAIP) dir. Bu
graniiloza hiicrelerindeki apoptoz yoniindeki degisiklikleri inhibe eder. NAIP gen

ekspresyonu biiyiiyen folikiillerin tiim evrelerinde mevcuttur. Fakat atreziye ugramis
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folikiilde yoktur. Gonodotropinlerin yiiksek diizeyde olmast ovaryumlarda NAIP 1n
ekspresyonunu arttirir. Bu sekilde apoptozis inhibe edilir.

Oositlerde dejenerasyon ve otoliz gergeklesir. Zona pellusida iliskili oldugu
hiicrelerdeki otolitik degisikliklere kars1 direnglidir. Antrum iginde yavas¢a bozulur
ve katlanip kollobe olur. Bag dokusundaki makrofajlar, dejenere hiicrelerin
artiklarin1 ve zona pellusidayr fagosite ederler. Folikiil hiicreleri ile teka interna
arasindaki bazal membran folikiil hiicrelerinden ayrilabilir ve kalinlig1 artar. Camsi
membran adi verilen dalgali hiyalin bir tabaka olusturur. (1)

Teka interna hiicrelerinin genislemesi bazi atretik folikiillerde meydana gelir. Bu
hiicreler teka lutein hiicrelerine benzerler ve bag dokusuyla ayrilmis diziler seklinde
radial olarak diizenlenirler. Bag dokusunda zengin kapiller ag gelisir. Bu atretik
folikiiller, korpus luteuma benzemektedirler ve korpus lutea atretika ismini alirlar.
(224)

Menstrual siklus basinda artan FSH konsantrasyonlart ile bir folikiil
midsiklusta artan miktarda Gstrojen iiretimini saglar ve maturasyona ulasir. Feedback
mekanizma ile FSH sekresyonu diiser, dolayisiyla folikiillerde apoptoz gozlenir ve
atrezi gerceklesir. (124, 121, 257) Graniiloza hiicrelerinde apoptoza neden olan
mekanizmalar tam olarak bilinmemekle beraber; 1. Fas, kaspazlar, Par-4, p53,
prohibitin, c-Myc, IFN, endotelin gibi bir¢gok molekiilii ilgilendirir. 2. Gonadotropin,
IGF-1, IL-1B, EGF, b-FGF, Bcl-2 gibi survival faktorleri ve TGF-, IL-6, androjen,
bax, reaktif oksijen tiirleri, p53, TNF ve kaspazlar gibi atretojenik faktorleri gorev
alir. (69, 260, 131) 3. Bu molekiiller arasinda denge ile 6liim ve yasam sinir1 ¢izilir.

(124)

2.6. Ovaryumlarda Apoptoz

Omurgali hayvanlarin ovaryumlar1 hayat boyunca oldukca dinamik bir siire¢
gecirirler. Folikiillerin %99’u baglica graniiloza hiicreler olmak iizere apoptoz
mekanizmalarla atreziye ugrar ve ¢ok az kisminda ovulasyon gergeklesir.

Fizyolojik kosullar altinda apoptoz, ovaryumda folikiillerde 3 hiicre tipinde
goriiliir. Granuloza hiicrelerinde ve luteal hiicrelerde apoptoz siklikla eriskin
donemde olurken oositlerde apoptoz fetal hayatta gozlenir. Oositlerde apoptoz 13.

haftada baglar ve 14-20. haftalar arasinda maximum seviyeye ulasir. Bu donemden



19

sonra doguma dek gitgide azalir ve postnatal oositlerde apoptoz izlenmez. (267)
(Sekil 2.4)

Ovaryumlarda fetal ve eriskin hayat boyunca apoptozis vardir. Fetal hayat
boyunca apoptoz oositlere lokalize iken erigkin hayatta sekonder ve antral
folikiillerin granuloza hiicrelerinde tespit edilir. Hipotetik olarak folikiillerin
ovaryum reservinin tiiketilmesi apoptoz yoluyla olmaktadir. (124)

Hiicre oliimii ve yasamu ile ilgili sinyaller arasi denge folikiiliin kaderini
belirler. Atrezi hizinda anormal hizlanma fertiliteyi negatif olarak etkiler. Insan
oogenezisinde apoptozun ultrastriiktiirel degisiklikleri birinci ve ikinci mayoz
boliinmeleri kapsar. (53) Atretik oositlerde niikleolar parcalanma, sitoplazmik ve
nukleolar kondensasyon ile apoptotik cisimcik olugsmasi ve niikleer membranda
kromatin dizilimi olmaz. Bunun yerine atretik oositlerde erken morfolojik
degisiklikler granuloza hiicrelerinde retraksiyon, oosit mikrovilluslarinda azalma ve
mitokondriyonlarda kristalarin  kaybi ile kondensasyondur. Bu degisiklikler
graniiloza hiicrelerinde apoptozun baslamasi ile birlikte olur. Granuloza hiicrelerin
bircogunun kaybi ile beraber daha siddetli degisiklikler olusur bunlar oositin

segmentlere ayrilmasi ve sitoplazmik vakuolizasyonlardir. (61)

e e tal yagam Adult yagam
e () 0 51¢ ApOptoz Gramiiloza hiicre apoptozu
= E eliruitinent« gLV Iaturasyongg | P Atreri e

Ouositler Primordival foliliil Primer folikiil ~ Sekonder folikil  Olgun folikiil Atretik foliliil

Sekil 2.4. Fetal ve postnatal (puberte) yasamda ovaryumlarda folikiil gelisimi ve
apoptoz (124)

Insanlarda ovaryum folikiil rezervi fetal hayatta belirlenir. Oositlerin en az

ticte ikisi fetal hayatta apoptoz ile Olmektedir. Apoptoz ovaryum fonksiyonu ve
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gelisimi icin gereklidir. Fetal hayatta apoptoz baslica oositleri etkiler. Hipotetik
olarak folikiillerin ovaryumdaki reservinin tiikketilmesi; 1. Mayoz anomalilerinin yok
edilmesi igin kalite kontroli. 2. Komsu hiicreler tarafindan iiretilen yasamsal
faktorlerin eksikligi 3. Kendi kendini kurban etme mekanizmalar ile gerceklesir.

(188)

2.6.1. Fetal Yasamda Folikiil Gelisimi ve Apoptoz

Programli  hiicre Oliimii, primordiyal germ hiicrelerinin  prenatal
farklilagsmasinda etkilidir. Oosit olusumu ve folikiiler gelisim siireci yedi prenatal
adimda gelisir ki bu adimlar sunlardir: (i) primordiyal germ hiicrelerinin olusumu
(PGH), (ii) onlarin gelecekteki gonada gocli ve ayni anda proliferasyonu, (iii)
gonadlarin kolonizasyonu, (iv) oogonia igerisinde PGH’ nin farklilasmasi, (v)
oogonianin proliferasyonu, (vi) mayozun baslamasi (vii) mayozun profaz 1’in
diploten evresinde durmasi. (153)

c-Kit ve onun ligandinin etkilesimi PGH gogii, proliferasyonu ve yasami igin
onemlidir. Tirozin kinaz reseptdrii, c-kit, germ hiicre yiizeyinde eksprese olur ve goc
yolu boyunca somatik hiicrelere baglanir. Onun ligandi eksprese olur. (167) KIT ve
KIT ligand da meydana gelen mutasyon fetal germ hiicrelerinde dramatik azalmayla
beraberdir. (46, 153).

Prenatal germ hiicrelerde azalma, temel olarak apoptoz yolu ile gergeklesir.
(53, 219). Apoptoz ile oosit tiketimi diizenlenir. Mitoz ve sonrasinda germ
hiicrelerinin her ikisinde, oogenezisin her bir fazinda apoptoz meydana gelir. Insan
fetal hayatin 5. ayinda mitozdan mayoza ge¢is doneminde en yliksek germ hiicre
sayist 6,8 x 10° olarak goriiliir. (12) Oosit mayozunun pakiten evresine girince
primordial follikiil olusumu ile birlikte germ hiicre sayisi hizla diiser. (99) Dogumda
bir milyon oosit mevcuttur. (46). Dolayisiyla disi gametlerde gozlenen bu olay
intihar olarak diigiiniilebilir. Germ hiicrelerinden oosit ve primordial folikiil olusumu
retinoik asit tarafindan kontrol edilir. (27). Insan ovaryumlarinda folikiil olusumu
ikinci trimesterde, fare ovaryumlarinda ise dogum sonrasi olur. (122) Insan
folikiilogenezinde olusan somatik hiicreler yiizey epitelyumu ve mezonefronlardan

kaynaklanir. (277) Prenatal donemde oositlerde gézlenen bu siirecte hiicre dis1 yollar
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rol almaz. Ekstrinsik ve intrinsik stresler mesela biiylime faktoriiniin geri ¢ekilmesi,
genotoksikanlar ve DNA hasar1 apoptozu indiikler. (51, 170).

Prenatal germ hiicre 6liimiiniin temeli genel olarak iki hipotez ile agiklanir.
(260, 14). ilk hipotez, yasamsal faktdrlerin eksikligi ile meydana gelen dliimdiir.
Germ hiicreleri, kit ligand (KL) ve 16semi inhibitr faktor (LIF) gibi belli biiyiime
faktorlerini kullanmaya diger hiicre tipleri gibi bagimlidir. (70) Fetal oogenezis
invitro olarak olusturuldugunda yasamsal faktorlerin yoklugu apoptoza yol agar.
Ancak fetal oogenezde invivo olarak bu sonuca ulasilamamistir. KL i¢in mutant
farelerin (46) infertilitesinin primordiyal germ hiicrelerinin apoptozuna bagli olmasi
ilk hipotezi destekler. KL proapoptotik gen Bax’ i zayif ekspresyonunu devam
ettirerek germ hiicrelerinin apoptozunu engelleyebilir. (85) Apoptoz indiiksiyonunun
ekstrinsik yolu fetal periyod esnasinda aktif degildir (51, 170). Homozigot Kit eksik
farenin fenotipik goriinlimii, ayn1 anda homozigot Fas eksikliginin varlig: ile kismen
kurtulabilir. Bu gosterir ki fetal ovaryumlarda Fas aracili apoptotik sinyaller KIT
aracilt yasamsal sinyallerle karisir. (187) Diger hipotez ise apoptoza yol agan
intrinsik yol ile oositlerin baglantisinin agiklanmasini igerir. Bu yolla kromozomal
olarak anormal ve defektif mitokondrial genomlu oositlerin eliminasyonu saglanir.
(152) Seks kromozom anoploidileri, daha ¢ok, gonadlarda germ hiicrelerinin yoklugu
veya ¢ok az varligi ile tanimlanan gonadal disgenezis ile iligkilidir. Oositin kalite
kontrol programi fikri oldukga ilgi c¢ekici goriinmektedir. Henliz dogrulanmamis
olup, Turner sendromlu (XO) hastalarin ovaryumlarinda oositlerin yaygin apoptozu
meydana gelir veya mayoz defekti ile sonuclanir. (186) XO fareler fertildir ve
dogumda normal ovaryumlari olmasina ragmen prematiir over yetmezligi vardir.
(180) Germ hiicre apoptozunun intraselliiler diizenleyicilerine bagl olarak, Bcl-2 ve
kaspaz ailesini igeren, pro- ve antiapoptotik hassasiyeti olan genlerin farkl
spektrumlar1 prenatal oosit tiilkenmesi ile ilgilidir. (260). Fakat, prenatal oogenezin
spesifik evrelerine bagli olarak cesitli pro- ve antiapoptotik molekiiller apoptoz
sinyaline ya etkilidirler yada degildirler. Primordiyal germ hiicresi ve oogonia’nin
kaybina bax’in katkis1 olmakta iken mayozun profazinda olan oositin apoptozuna
katkis1 yoktur. (153)

Apoptoz en fazla 14 ve 28. haftalar arasinda meydana meydana gelir ve terme

dogru azalir. Mitokondriyal DNA’nin genomik DNA’ dan daha ¢ok mutasyona
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ugrama hassasligi vardir ve mitokondrilerin ¢ogu oositlerden kalmistir.
Mitokondrilerin niteligi oositlerin yasam/6liim kararinda kritik rol aldig1
gorilmiistiir. En ¢cok oosit kayb1 dogumdan sonra goriiliir ve pubertede ovaryumlarin

folikiillerinin % 75’ 1 kaybolur. (124, 212)

2.6.2. Eriskin Yasamda Folikiil Gelisimi ve Apoptoz

Ovaryumlarda germ hiicre sayis1t dogumda yaklasik 1 milyon iken pubertede
azalarak yaklasik 300 bin kadar olur. Fertil yasam boyunca bunlarin yaklagik 400
tanesi ovulasyona ugrar. (100, 172, 221) Puberte ve menopoz arasinda yaklasik 250
000 folikiil ise atreziye ugrar. Tipik menstrual siklus boyunca siklus bagina yaklasik
1000 folikiil gelismeye baslar ve sadece bir tanesi ovulasyon gergeklesir. Ovulasyon
sonrasinda dominant folikiil korpus luteuma donisiir. Bu folikiil progesteron
tiretiminden sorumludur ve erken gebelik esnasinda endometriyumun devamini
saglar. Korpus luteumun regresyonunda apoptoz gozlenir (6r; luteoliziz). (257, 258,
259, 262, 267, 191)

Folikiillerin postnatal dejenerasyonu, sessiz folikiiller ile biiyiiyen folikiillerin
kaybi1 seklinde goriilebilir. Bu durum igin folikiiler atrezi tanimi kullanilir. Folikiiler
atrezi terimi ile ovulasyonda, riiptiirden once dejeneratif degisikliklere ugramis antral
folikiiller tanimlanirken gilinlimiizde daha genis anlamda ovaryum folikiillerinin
gelisimindeki dejeneratif degisiklikler olarak tanimlanir. Folikiillerin biiytimesi disi
lireme yasami boyunca ve dncesinde baglamistir. Ovaryum folikiillerinin gelisimi ve
atrezisi, hipofiz hormonlarinin (gonodotropinler) ve intraovarian diizenleyicilerin
etkilesimi ile diizenlenir. Bu etkilesim proliferasyon, biiyiime, diferansiyasyon ve
apoptozu artirir. Folikiiler atrezi grantiloza hiicreleri ve takiben teka hiicreleri icinden
baglar. (190, 261, 115) Graniiloza tabakasi i¢inde yaygin hiicre kayb1 folikiillerin
6limiine neden olur. Yalnizca primordiyal ve primer folikiillerde oosit kaybi ile
folikiiler dejenerasyon gerceklesir. (58, 177). Memelilerde ve kus tiirlerinde folikiiler
atrezinin temel mekanizmas1 apoptozdur. Bu sonuglar atretik folikiilde DNA
fragmentasyonu ve saglikli folikiile gore atretiklerde apoptoz ile ilgili genlerin
ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi gibi 6zelliklerin tanimlanmasiyla ortaya
konur. (58) Programli hiicre 6liimii memeli korpus luteumunun regresyonunda

oldugu kadar ovulasyon esnasinda da etkilidir. (63)
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Memeli oogenezi esnasinda, kumulus graniiloza hiicrelerinin uzantilarinda
yer alan neksuzlar araciligi ile oositin metabolik ihtiyacinin yaklasik %85°1
karsilanir. (31) Memelilerde mural ve kumulus graniiloza hiicreleri oosit ile
birliktedir ve neksuz aracili ag olustururlar. Oosit-kumulus kompleksinin iki yonlii

haberlesmesinde parakrin mekanizmalar kullanilir. (153)

2.6.3. Ovaryum Folikiillerinde Negatif ve Pozitif Seleksiyon

Folikiil rekruitment1 esnasinda FSH diizeylerinde artis, baz1 antral folikiillerin
apoptozdan kacisini saglamaktadir. Onde giden folikiil daha fazla estrojen ve inhibin
sekresyonunu saglamakta ve FSH salinimini inhibe etmektedir. Bu olay geriye kalan
folikiilleri negatif yonde etkileyerek kaybina neden olmaktadir. (negatif seleksiyon)
Es zamanli olarak lokal firetilen biiyiime faktorleri dominant folikiiliin pozitif
seleksiyonunu saglamaktadir ve sonunda ovulasyon gerceklesmektedir. (pozitif

seleksiyon) (176)

2.7. Vinilsikloheksen Diepoksid (VCD)

Vinilsikloheksen diepoksid (VCD)’nin kimyasal formiili CgH;,0, molekiil
agirligr 140.20 mg’dir. Bocek ilaci, lastik, kaucuk ve plastik sanayisinde iiretilen
maddelerin 1,3-biitadian dimerizasyon formuna 4-vinylcyclohexene (VCH) adi
verilmektedir. VCD, VCH’nin metabolitidir. VCD ara madde olarak kullanilir.
Diepoksid ve epoksi resinleri i¢in aktif seyrelticidir (116, 120, 195, 196)

VCD ve VCH ovaryumlara toksik etki yapmaktadirlar. Bu iki kimyasallardan
VCH sadece farelerin ovaryumunda, VCD ise hem fare hem de sigcanlarin
ovaryumlarma toksiktir. VCD sigcanlarda hepatik mikrozomal enzimlerle hizla
nontoksik diole metobolize olur. VCD’ nin primer ve primordiyal folikiilleri
parcalamasiyla yetigskin sicanlarda prematiir over yetmezligine sebep olur. Bu
toksisite, hipotalomus hipofiz sistemi aracilifiyla gerceklesmez. Cilinkii immatiir
folikiiller gonodotropin diizenlemesine bagimli degildir. VCD direkt olarak
ovaryumlara toksiktir. (89, 114, 234, 242) On giin siiresince VCD uygulanan
sicanlarda 151k mikroskopu diizeyinde apoptozun morfolojik kriterleri vardir. Kontrol
ovaryumlart ile karsilagtirildiginda VCD uygulanan siganlarda apoptotik isaretler

artar. Bu isaretler; primordial ve primer folikiillerin oositlerin membranlarinda
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diizensizlesme, niikleer membranda kromatin yogunlagmasi, oosit etrafindaki
granuloza hiicrelerinde diizensiz dagilmalar, oosit ve granuloza hiicreleri arasindaki
kontakt kaybidir. Bazi graniiloza hiicrelerinde niikleer membran boyunca kromatin
birikmesi olmaktadir. Preantral folikiillerin oositlerinde ve granuloza hiicrelerinde
bliziisme olur. (136, 239)

VCD ile toksisite olusturmak igin tekrarlayan dozlarla ve belli bir siire
uygulanmasi gerekmektedir. Otuz giinliik uygulamalarda kii¢iik folikiillerin 6nemli
kayb1 (primordiyal, primer ve biiyiiyen folikiil) goriiliir. Bununla birlikte kisa siireli
caligmalarda primordiyal ve primer folikiil sayilarinda azalma ilk olarak 12. giinde
goriiliir. Bu zamanda biliyliyen folikiillerde degisiklik goriilmez. VCD aracili
ovotoksisite ilk olarak 10. giinde goriiliir. Bu giinde kontrole gore sagliksiz
folikiillerin yiizdesi artarken onemli bir folikiil kayb1 goriilmez. VCD’nin meydana
getirdigi sagliksiz folikiillerin goriintiisii kontrol grubunda atretik folikiillerin
goriintlisiine benzer (89, 136, 239).

Siganlara 15 giin siiresince VCD uygulandiginda, VCD nin primordial ve
primer folikiil sayilarinda anlamli bir azalmaya neden olurken sekonder folikiil
sayilarinda ise herhangi bir kayip olusturmadig1 goriiliir. (243) Fischer 344 sicanlara
VCD’ nin 80 mg/kg/giin dozunda, primordial folikiillerde 10 gilinde, primer
folikiillerde 12 gilinde atrezi goriliir. Farelerde 80 mg/kg/glin  dozunda
uygulandiginda, primordial folikiillerde 8. giinde, primer folikiillerde 10. gilinde
atrezi baglar. Biiyiiyen folikiil havuzunda bu dozlarda uygulama sonrasinda folikiiler
kayip olmaz. (136). Dolayisiyla VCH/VCD nin asil hedefi primordial ve primer
folikiiller olup sekonder folikiillerdeki azalma bu havuzun tiikkenmesi sonucu ortaya
¢ikar.

VCD sican ve fare primordiyal ve primer oosit sayisini selektif olarak azaltir.
VCD’nin neden oldugu hiicre 6liimii ve folikiil kayb1 apoptoz yoluyla gerceklesir
(114, 175, 239). Kullanilan biyokimyasal, molekiiler ve morfolojik yaklasimlar, bu
yolun daha ¢ok primordiyal ve primer folikiiller {tizerine etkili oldugunu
diisiindiirmektedir. Apoptozun artmasi ile iligkili oldugu bilinen olaylart VCD
artirmaktadir (13, 14, 16).

Bunlar;

(1) proapoptotik Bad ekspresiyonu artar.
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(2) sitozoldeki mitokondriyal membranda Bax ile onun dimerizasyonundan
olusan Bcl-xI nin translokasyonu artar.

(3) mitokondriyal membranda Bax/Bcl-x1 orani artar.

(4) sitozolde mitokondriden sitokrom ¢ difiizyonu artar.

(5) kaspaz 3 ekspresyonun aktivasyonu ve aktivitesi artar.

VCD uygulanan sicanlardan izolasyon ile elde edilen folikiillerde, Bcl-2
ailesinin birkag iiyesi apoptoz sinyal yolagini diizenler. Bcl-2 ve onun homologu olan
Bcl-xl ise hiicre 6liimlerini engeller. Bad ve Bax ise hiicre 6liimiinii hizlandirir. Bcel-2
protein ve onun homologu olan Bcl-xL mitokondrilerin membraninda, endoplazmik
retikulum ve ¢ekirdek zarinda lokalizedir ve hiicrelerin yasamasindan sorumludurlar.
Eger Bax / Bcl orani artarsa hiicre apoptoza gitmektedir. Bunla ilgili yapilan bir
calismada bu sinyal yolunda mitokondriyal membrandaki Bax’in artis1 sitoplazma
icine sitokrom c¢’nin sizmasini arttirir ve tim bu olaylar proteaz ve kaspaz-3
aktivasyonunun artmasina neden olur (13, 37, 42, 47, 50).

VCD etkisi ile apoptoza giren hiicrelerin iki intraselliiler sinyal yolunu takip
ettikleri  belirtilmektedir. Birinci apoptoz sinyal yolunda VCD, apoptoz
mekanizmasinin ana komponenti olan kaspaz adi verilen sistein proteaz ailesini
etkileyerek folikiil kayiplarin1  gerceklestirir. Kaspazlar, inaktif prekiirsor
(prokaspazlar) olarak eksprese olurlar ve proteolitik yariklanmay1 aktive ederler.
Kaspazlar, apoptozda baslatici ve yerine getiren olmak iizere iki siniftir. Proapoptotik
sinyaller kaspaz-2, -8 ve -9 gibi baglatic1 kaspazlar1 aktive eder. Baslatic1 kaspazlarin
aktivasyonu kendiligindendir ve spesifik kofaktore bagl gelisir. Bir kez aktivasyon
oldugunda bagslatic1 kaspazlar, yiiriitiicii kaspazlara yapisir ve onlar1 aktive ederler
(kaspaz-3, -6 ve -7). (198, 253, 24, 118).

Apoptoz ile iliskili bir diger yolak MAPK dir. Ug tane &nemli MAPK
mevcuttur. Bunlar ekstraselluler sinyal regule kinaz (ERK) , ¢ Jun N terminal kinaz
(JNK) ve P38 kinaz olup bunlar hiicre biiylimesi, differensiyasyonu ve apoptozda rol
almaktadirlar. Genel olarak ERK yolu biiylime faktorleri tarafindan aktive olup hiicre
yasamasi ve proliferasyon igin kritiktir. JNK ve p38 yolagi stres cevabi, biiylime
tutuklulugu ve apoptoz esnasinda stimule olur. MAPK lar bir kez aktive olduktan
sonra alt yolakta fosforilasyon sonrasi gen ekspresyonunu artirict olarak hareket

ederler.
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VCD’nin 15 giinliikk uygulamasinin MAPK yolagina etkilerinin aragtirildigi
calisgmanin sonuglarma bakildiginda, VCD’nin JNK ve p38 aktivitesi ve
ekspresyonunda artisa, ¢ Jun da ise fosforilasyona ve nukleer proteinlerin API e
baglanmasinda azalmaya neden olmuslardir.  Izole kiigiik folikiillerde ERK
aktivitesinde herhangi bir aktivasyon goézlenmez. Bcl 2 yolaginda oldugu gibi VCD
sekonder follikiil ve karacigerde herhangi bir etki gdstermez. (119) Bu bulgular
VCD’nin apoptoza MAPK yolag1 aktivasyonu ile neden oldugunu gostermektedir.

VCD primer ve primordiyal folikiillerde MAPK aracili yolun baslamasinda su
sekilde etkilidir. (11, 15).

(1) INK ve P38 in aktivasyonunu ve ekspresyonunu arttirir.

(2) c-Jun’un fosforilasyonunda artisa neden olur

(3) AP-1 cevap elementlerine bagl niikleer proteinlerde azalmaya neden olur

(14).

VCD, on giin siire ile uygulandiginda siganlarda, atretik ve preantral
folikiillerde apoptoz graniiloza hiicrelerinde baslamakta ve oosit ile graniiloza
hiicreleri birbirleriyle olan iligkilerini kaybetmektedir. Bu olay sonrasinda graniiloza
hiicre kat1 neredeyse tamamen apoptoza ugrar ve sonrasinda oosit dejenerasyonu,
teka hiicrelerinde hipertrofi, folikiil ¢aplarinda diigme meydana gelir. VCD
uygulamasi sonrasinda daha biiylik folikiillerde degisiklik olmaz. (175)

VCD ozellikle primordial ve primer folikiillerden elde edilen oositleri
etkilemektedir. Yapilan ¢alismalarda in vivo VCD ye maruz birakilan hayvanlardan
FSH ve HCG uygulamas: ile elde edilen oositlerde bir miktar kirilganlik artisi
olmakla beraber fertilitede bir kayip gozlenmez. (18) (Sekil 2.5)

VCD oosit spesifik genlerde etki gosterir. Tirozin kinaz reseptdrii ve c Kkit,
oosit membraninda eksprese olur. Graniiloza hiicreleri buna kars1 kok hiicre faktorii
olan bir ligand {tiretirler. Kit ligandla c kit arasindaki iliski normal follikiilogenez igin
gereklidir. Neonatal sican kiiltiir sistemi kullanilarak yapilan c¢alismalarda VCD
inkiibasyonu ¢ kit mRNA ekspresyonunu inhibe eder. (87) Kiiltiir sistemine Kit
ligand eklenmesi preantral folikiillerde atrezi engellenir. Ortama GDF9 ve BMP4
eklenmesi VCD iligkili ovotoksisiteyi engellemez. (88)
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Sekil.2.5. Insan ve VCD uygulanmis farelerin iireme donemlerindeki hormonlarin

karsilastirilmasi (165)

2.8. Dehidroepiandrosteron (DHEA)

Dehidroepiandrosteron (DHEA) ve onun siilfat esteri DHEAS, insan adrenal
korteksinden salgilanan ana hormondur. Fizyolojik rolleri heniiz anlagilamamaistir.
DHEA diger adrenal steroid hormonlardan farkli olarak yaslanmayla beraber
azalmaktadir. 1996 ya kadar Amerikada recete edilen ilaglar arasinda yer alan
DHEA, bu tarihten sonra FDA den herhangi bir hastalik i¢in onay almamustir.
Giiniimiizde DHEA anti-aging hormon olarak pazarlanmakta ve A.B.D ‘de recetesiz

olarak satilmaktadir.

2.8.1. DHEA sekresyonu ve yaslanma

Insanlarda ve bazi omurgalilarda DHEA salgilanmas1 yasla beraber degisiklik
gostermektedir (205). DHEA fetal adrenal bezin salgiladigi ana hormondur. Dogum
sonras1 adrenal bezin fetal zonlarinin involusyonuyla beraber DHEA kan diizeyi

postnatal hayatin birinci yilinin sonunda tespit edilemeyecek diizeylere kadar diiser.
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Alti-yedi yasa kadar kan DHEA diizeyi diisiik kalir. Bu yaslarda adrenal bezin zona
retikiilarisindende salgilanmasiyla kan diizeyleri yiikselmeye baslar. Bu olaya
adrenars denir. (218) DHEA’nin maksimum konsantrasyonlarina erigskin hayatta
ulasilir. ilerleyen yasla beraber DHEA konsantrasyonlarinda yavas yavas azalma
olup 80’li yaslarda %10-20’si diizeylere iner. Yasla beraber DHEA’da go6zlenen
azalma kortikosteroid ve minerolokortikoidlerde gézlenmemesine ragmen bu olaya
adrenopoz denir.(205)

Yasla beraber DHEA sekresyonunun azalmasi kisisel farkliliklar gostermekte
olup zona retikularis boyutunda azalma ile orantilidir. Bunun tersine serum kortizol

konsantrasyonlar1 yasla beraber artig gosterebilir.(sekil 2.6)

4000

2000

Sarum DHEAS (ng/ml)

1 10 20 30 40 5 &0
Age (years)

Sekil 2.6. insan yasami boyunca serum DHEAS diizeyleri

2.8.2. DHEA Metabolizmasi ve Etki Mekanizmasi

DHEA periferdeki hedef organlarda etkisini indirek olarak estrojen ve/veya
androjenlere ¢evrilerek veya beyinde oldugu gibi direkt ndrosteroid olarak gosterir.

Insanlarda P450c17 enzimi, 17-alfa progesteronu, androstenediona cevirir.
Insanlardaki biitiin steroid hormonlarin sentezinde DHEA kullanilir. DHEA, 38
hidroksisteroid dehidrogenaz aktivitesiyle androstenediona, 17B hidroksisteroid
dehidrogenaz aktivitesi ile testesterona ve aromataz aktivitesiyle estradiola gevrilir.
DHEAS, DHEA nin kanda dolasan hidrofilik formudur. Sadece lipofilik form olan
DHEA hiicre i¢inde androjen ve Ostrojenlere cevrilebilir. Erkeklerde sentezlenen

androjenlerin  %30-50’s1 ve pre ve postmenopozal kadinlarda sentezlenen
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Ostrojenlerin %50-100’1 periferik hedef dokularda DHEA’dan sentezlenir. Hedef
organda olan bu sentez ve etkiye intrakrinoloji denir. (157) DHEA, DHEAS ile
siirekli bir degisim icerisindedir. Dokuya spesifik DHEA sulfotransferaz ve steroid
sulfataz, DHEA aktivasyonuna (steroidlere g¢evrilerek) ve inaktivasyonuna (sulfat
esterlere cevrilip kan dolasimina verilerek) neden olur. (7) Sabit infiizyon teknigi ile
DHEA uygulanmas1 sonrast DHEAS in DHEA’ya ¢evrilmesi erkeklerde 0,006 ve
kadinlarda 0,004 olarak o&lciilmiistiir. Uretilen DHEA un biiyilk c¢ogunlugu
DHEAS’dan gelir. (21, 155)

Farmokinetik ve biyokonversiyon ¢alisma verilerine gore insanlarda diisiik
DHEA konsantrasyonlarinda, DHEA seks spesifik olarak iki sekilde konversiyona
ugrar. DHEA uygulanmasi sonrasi kadinlarda androjen, erkeklerde &strojen artisi
olur. (6, 7) Postmenopozal hastalara perkutan olarak dehidroepiandrosteron
uygulamasi sonrasinda kan serum androjen seviyeleri Ostrojen seviyelerine oranla
daha fazla artar. Yasla beraber DHEA transformasyonunda azalma olur. (156)

Adrenal yetmezligi, hipogonadizmi ve total androjen eksikligi olan erkeklerde
DHEA uygulamas1 dolasimda androjenlerde artisla sonuclanir, fakat serum androjen
konsantrasyonlart istenilen dilizeylerde olmaz. (289) Yasla beraber DHEA
sekresyonunda azalma ve gonadal fonksiyonun azalmasi sonrasi erkeklerde oral
DHEA verilmesiyle kan androjen konsantrasyonlarinda artis olmamakta, fakat
dolasimda dehidrotestesteronun ana metaboliti olan 5 alfa androstane -3 alfa-17 B
diol glikronid (ADG) konsantrasyonunda artisa neden olmaktadir. (6, 97, 289)
Dolayisiyla, DHEA ana etkisini hiicre i¢inde Ostrojen ve androjenlere g¢evrilerek
gosterir.

DHEA’un 6strojen ve androjenlere ¢evrilerek etki gdstermesi disinda beyinde
direk olarak norosteroid olarak etki gosterir. Adrenelektomize ve gonadektomize
sicanlarda beyin DHEAS diizeyleri degismez. Noronal biiylime ve gelismede DHEA
ve DHEAS direk etkiye sahiptir. (44) DHEA, NMDAi, GABA-A reseptor ve sigma
reseptorleri aracilifiyla etki gosterir.(57, 168)

Periferik dokularda DHEA un spesifik bir reseptorii yoktur. Ancak periferik
dokularda DHEA direk etkisinin olabilecegini gdsteren bulgular vardir. Insan T
hiicrelerinde membrandaki bir reseptore DHEA baglanabilir. (201) Biiyiikbas

hayvanlarda aortada endotel hiicre membranlarina DHEA baglanir ve endotelyal
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nitrik oksit sentetaz aktive olur. (197) Benzer sekilde DHEA diiz kaslarda
ekstraselliiler sinyal regiile kinaz 1 fosforilasyonunu androjen ve estrojen
reseptorlerinden bagimsiz olarak aktive eder. (280) Biitiin bu bulgulara ragmen
merkezi sinir sistemi disinda DHEA etkisinin indirek olarak Ostrojen ve androjenlere

cevrilerek olustugu diistintilir.

2.8.3. DHEA Sentezinde rol alan enzimler

Adrenal korteks, plasenta ve gonadlarda steroid hormonlarin sentezi oksidaz
ve steroid dehidrogenaz olan sitokrom p450 enzimlerini gerektirir. Adrenal korteksin
zona fasikularis ve zona retikularisinde p450 scc ve 3B-Hidroksisteroid dehidrogenaz
enzim aktivitesi gozlenir. Testislerde bu {i¢ enzim Leydig hiicrelerinde bulunur. P450
scc ve 3B-Hidroksisteroid dehidrogenaz enzimleri mitokondriyonlarda, P450C17
immunreaktivitesi ise endoplazmik retikulumlarda bulunur. Ovaryumlarda steroid
hormon {ireten hiicreler gelismis graniilli endoplazmik retikuluma sahiptir. Cok
miktarda lipid inkluzyonlar1 vardir. Lipid inkluzyonlar1 teka-lutein hiicrelerinde,
graniiloza hiicrelerine gore daha fazladir. Ovaryumlarda p450 scc ve 3f-
hidroksisteroid dehidrogenaz immunreaktivitesi graniiloza, teka interna, korpus
luteumdaki hiicrelerde bulunur. Iki enzimin subseliiler lokalizasyonu adrenokortikal
hiicrelerdekine benzerdir. Ayrica p450 c¢17 enzimi gelisen ve matiir folikiillerin teka
interna hiicrelerinde bulunur. P450 scc biiylik antral folikiillerin ve preovulatuvar
folikiillerin graniiloza ve teka hiicrelerinde lokalizedir. Kii¢iik folikiillerde daha az
oranda bulunur. Interstistyel ve korpus luteum hiicrelerinde goriilebilir. 3pB-
Hidroksisteroid dehidrogenaz immunreaktivitesi de biiyliyen ve preovulatuvar
folikiillerin teka ve graniiloza hiicrelerinde gozlenir. Interstisyel ve luteinize
hiicrelerde boyanma vardi. Gonadlar ve adrenal bezlerde bu enzimler benzer hiicre
organellerinde lokalizedir. Steroid hormon sentezinde gerekli enzimlerin farkli
dokularda benzer lokalizasyonlarda olmasi streoid hormonlarin ii¢ dokudada benzer
yolaklarla sentezlendigini diisiindiiriir. (210)

Fare ve sican adrenal bezinde 17 alfa hidroksilaz enzimi yoktur. Testisleri
alinmis siganlarda plazma androstenodion ve dihidroepiandrostenodion diizeyleri
tespit edilmeyecek diizeylerdedir. Fare ve si¢anlarda seks steroidlerinin sekresyonu

gonadlarda olmakta ve DHEA gonadlar tarafindan iiretilmektedir. Adrenal bez
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androjen liretimine katkida bulunmaz. (264) Ooferektomi uygulanan farelerde kanda
androstenedion konsantrasyonlarinda azalma olur ancak plazma androstenedion
diizeyleri heniiz tespit edilemeyecek diizeylere inmez. Dolayisiyla kemiricilerde
serum androjen iretimine adrenal bezin disinda baska dokularinda katkida
bulundugu diistiniiliir. (174)

Gonad steroidlerinin siilfatlanmis tiplerinin adrenal androjenlerden iiretildigi
ve ovaryum steroidogenezinde rol aldigi diisiiniiliir. Siilfatlanmis androjenlerden
konjuge olmayan androjen ve Ostrojen iiretimi steroid siilfataz aktivitesine ihtiyag
gosterir. Sigan ovaryum kiiltiirlerinde graniiloza hiicrelerinde (41) ve insan ovaryum
kiiltiiriinde luteinize graniiloza hiicrelerde siilfataz aktivitesi bulunur. insan graniiloza
hiicre kiiltiiriinde disaridan insulin verilmesi siilfataz aktivitesinin arttirir ve LH
verilmesi ise bu aktiviteyi azaltir. Graniiloza hiicre kiiltiiriine DHEAS eklenmesi
progesteron iretimini etkilememekle beraber Ostradiol ve androstenedion
miktarlarim1 artirir.  Dolayisiyla adrenal androjen olan DHEAS ovaryumdaki
steroidogenezde Ostradiol ve androstenedion iiretiminde substrat olarak kullanilabilir.
(25)

Disaridan uygulanan DHEA ovaryumlarda kist ve atretik folikiil gelisimine
neden olur. DHEA uygulayarak ovaryumlarda polikistik ovaryum modeli
olusturulabilir. Ovaryumlarda DHEA ile apoptoz artabilir. (141)

2.9. Antimiillerian Hormon (AMH)

Antimiillerian hormon TGF-f ailesinin bir iiyesidir. 140 kDa agirliginda
homodimer yapida bir glikoproteindir. AMH nun salgilanmasindan sorumlu olan gen
19p13.3 iizerinde bulunur. (105)

Folikiil gelisimi ve farlilasmasi kompleks bir siirectir. ilk basamaklarin
gonadotropinlerden bagimsiz olarak ilerledigine inanilir. Daha sonraki donemler ve
folikiilerin se¢imi FSH’ya olduk¢a bagimli olarak devam eder. Bu siirecte iki ana
basamak digerlerine gére daha onemli goriiliir. Bu basamaklar ilk rekruitment ve
bliyiiyen folikiillerin atreziden kurtuldugu siklik rekruitment dénemidir. Primordial
hiicre rekruitmenti folikiil havuzunun biiyiikliigiiyle uyumludur ve yasla azalir. (228)

AMH, primordial folikiil toplanma evresinde ve FSH bagimli dominant

folikiil se¢ciminde inhibitor role sahiptir. AMH, nakavt farelerde normal primordial
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folikiil havuzu mevcutken, tiikkenmesi hizlanir. Bu farelere disaridan FSH
eklendiginde daha fazla sayida ovulatuvar folikiil olusur. AMH, ovaryumlardaki
fonksiyonel rolii disinda ovaryum reservini belirlemede de onemlidir. Primordial
folikiil  rekruitmentindeki  faktoérler tam olarak bilinmemektedir. ~AMH
folikiilogenezde diizenleyici bir role sahiptir.

AMH erkek seks differensiasyonunun belirlenmesinde gorev alir ve
testislerde Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir. Miiler kanalindan gelisen yapilarin

dejenerasyonunu saglar. (296)

2.9.1. AMH’ nin Folikiilogenezindeki Rolii

AMH, insanda primer folikiillerden kii¢iik antral folikiillere dogru geciste
eksprese edilirler. Preovulatuvar biiyiik antral folikiillerde, AMH ekspresyonu ¢ok
kisithh ya da yoktur. Rekruitment safhasindan hemen sonra eksprese edilir ve
sonrasinda ovulasyon i¢in segilen folikiilde kaybolur. Teka ve atretik folikiillerde ise
gozlenmez (72, 73, 74)

AMH, folikiilogenezde ©nemli role sahiptir. Primordial folikiillerin
toplanmasi fertilitenin saglanmasi i¢in gereklidir. AMH, folikiil toplanmasinda
onemli olarak goziikiir. AMH, primordial folikiil gelisimini baslangi¢da inhibe eder.
Yani erken folikiilogenezi durdurur (72).

Biiytliyen folikiillerde iiretilen AMH parakrin etki ile primordial folikiillerin
rekruitmentini ve sonrasinda biiylimelerini engeller. Buna ek olarak neonatal fare
ovaryum Kkiiltiirleri AMH’ye maruz birakildiklarinda daha az biiyiiyen folikiil olur.
(72) AMH gonadotropinin stimule ettigi siklik folikiiler rekruitmenti inhibe eder.
AMH, FSH’nin stimule etti§i aromataz aktivitesini ve granuloza hiicrelerde LH
ekspresyonunu azaltarak FSH etkisini azaltmaktadir. (65) AMH null farelerde ortama
FSH eklenmesi daha fazla folikiil gelisimine neden olur. (73) AMH preantral ve
antral follikiillerin FSH bagimli biiyiimelerini ve seleksiyonunu inhibe etmekte olup
ovaryum dokusunda fizyolojik bir frendir. Sonug olarak insan ve farelerde primordial

folikiillerin biiyiiyen antral folikiil havuzuna gecisini 6nler (271). (Sekil 2.7)
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Sekil 2.7. Postnatal fare overinde AMH’ un aktivasyonu (301)

AMH insanda biiyiiyen folikiil havuzunun bir gostergesi olarak kullanilabilir.
AMH bu havuzun boyutunu, hem biiylimeyi (rekruitment) hem de azalmasini
(seleksiyon) inhibe ederek etkileyebilir. (9)

Kadinlarda AMH, dogum sonrasi donemde serumda goriiliir. Serum AMH
diizeyleri puberteye kadar artis gosterir. Normal siklik kadinlarda yasla beraber
azalma gosterir ve menopozal donemde tespit edilemeyecek diizeylere iner. (54)
Serum AMH diizeyleri irklar arasinda farlilik gostermemektedir. Obez hastalarin

serum AMH diizeyleri obez olmayan hastalara gore daha diisiiktiir. (93)

2.10. Inhibin

Inhibinler, ovaryum granuloza, intertisyel, teka hiicreleri ve korpus luteumlar
ile testisin Sertoli hiicreleri tarafindan fiiretilirler. Hipofiz kaynakli gonodotropin
sekresyonunu negatif feedback mekanizmayla baskilarlar. Iki inhibin subunitesi (alfa
ve beta) vardir. Dolasimda inhibin A ve Inhibin B olmak iizere iki heterodimer formu
vardir. Bu formlarda inhibin subuniteleri birbirlerine disiilfid baglariyla baglanmis
heterodimer yapidadir. (109)

Inhibin A: o subunite, A subunite

Inhibin B: o subunite, p B subunite

Az sayida organ, inhibin sentezlemekle beraber inhibinin ana kaynagi
ovaryum ve testistir. Gonadektomi uygulanan siganlarda inhibin diizeyleri diiser.

(223) Insan inhibin A’sinin kastrasyon uygulanmis develere uygulanmasindan 6 saat
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sonra FSH sekresyonunda diisiikliik baglamakta ve inflizyonun kesilmesinden 12 saat
sonrasina kadar bu etki devam etmektedir. LH diizeylerinde herhangi bir etki
gorilmemistir. (256) Hipofiz bezindeki FSH sekresyonundaki inhibisyon, postnatal
erken donemde olmakta ve pubertede en yiiksek seviyeye cikmaktadir. (255)
Inhibinin hipofiz bezinde yarattizi FSH salgisini inhibe edici etkisi GnRH ile
baskilanamaz. Inhibin diisik GnRH kosullarinda LH sekresyonunu suprese eder.
(254)

Inhibinler, ovaryumlarda parakrin faktdrler olarak etki gdsterirler. (283)
Ovaryumdaki inhibinler teka hiicrelerinden androjen iiretimini arttirirlar. Folikiler
gelisim sirasinda graniiloza hiicrelerinde artan miktarlarda {iretilen ve antral sivida
biriken inhibin, komsu teka hiicre tabakasinda LH ile indiiklenen androjen sentezini
pozitif yonde etkileyebilirler. Bdylelikle preovulatuvar folikiil igin Gstrojen
sentezinde kullanilacak androjen substrati elde edilir. (214)

Immatiir 10-24 giinliik sican ovaryumlarinda folikiillerde, inhibin a ve BA
subuniteleri immunohistokimyasal yontemlerle tespit edilebilir. Oosit ve teka interna
hiicrelerinde inhibin o ve B boyanmasi1 goriilmez. Dolayisiyla prepubertal donem
sicanlarda matiir folikiillerin sayisi1 arttik¢ca inhibin sekresyonu olmaktadir. (150)
Sicanlarda yapilan ¢aligmalarda korpus luteum inhibin o subunitesinin ana kaynagi
oldugu goriiliir. (92)

Insan  ovaryumlarinda inhibin o, PA ve BB  subunitelerinin
immunohistokimyasal lokalizasyonlar1 folikiiler gelisim igerisinde incelendiginde
immunreaktif antisera o ve B’ ye karst immun boyanma teka ya da interstisyel
hiicrelerde yokken graniiloza hiicrelerinde gdzlenir. Preantral ve kiiglik antral
folikiillerde graniiloza hiicreleri BA ve BB subunitelerine karsi pozitif boyanma
gosterirken o subunitesine karsi negatif immun boyanma gosterir. Orta boylu
folikiillerde midfolikiiler faz esnasinda graniiloza hiicrelerinde o ve B
subunitelerine kars1 pozitif immun boyanma goriiliir. Bunun aksine benzer boyuttaki
atretik folikiillerde graniiloza hiicrelerinde inhibin o, BA ve BB subunitelerinde
boyanma tespit edilmez. Preovulatuvar folikiillerin granuloza hiicrelerinde ii¢ inhibin
subunitesi igin artmis boyanma gosterilir. Inhibin subunitelerinin immunreaktivitesi
menstrual siklus boyunca olmakta ve her bir inhibin subunitesinin boyanma

yogunlugu folikiiler gelisim ve maturasyon esnasinda degismektedir. (284)
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Inhibinin B, siklus i¢i FSH yiikselmesinden sonra erken folikiiler fazda tepe
noktasina ulasir ve folikiiler fazin geriye kalan kisminda diiser. Siklus pikinden sonra
inhibin B konsantrasyonlarinda hafif bir artis mevcuttur. Sonrasinda ise luteal faz
boyunca inhibin B diizeyleri diiser. Inhibin A konsantrasyonlar1 erken folikiiler fazda
diisiiktiir. Ovulasyonda artar ve midluteal fazda tepe noktasina ulasir. Erken folikiiler
fazda folikiiler sivida, inhibin B konsantrasyonlari, inhibin A konsantrasyonlarinin
20-200 kat1 kadardir. Dolayisiyla inhibin B preovulatuvar folikiilde yani gelisen
folikiillerde predominanttir. Inhibin A dominant folikiilde ve korpus luteumda
predominanttir. (103)

Inhibin subunitelerinin folikiiler gelisim basamaklar1 boyunca iiretimi vardir.
Preantral folikiillerde o subunitesi sekrete edilmeden BB {iretimi olmaz. Bunun
sonucunda {iretilen aktivin B dir. Folikiiler gelisim basamaklar1 ilerledikce FSH a
subunitesinin ve PB sekresyonunu saglar. Inhibin B sekresyonu artar. Folikiil
ovulasyona dogru ilerledik¢e dominant folikiilde BA sekresyonu artisi sonucunda
midsiklusta serumda inhibin A artmaktadir. Bu durum FSH diizeylerinde diismeye
neden olmakta ve bu da kiiglik folikiillerden BB sekresyonunu azaltmaktadir. LH
yiikselmesi biitiin inhibin subunitelerinde dusiikliikle beraberdir (222). GnRH
agonistleri ovulatuvar hastalara uygulanmasindan sonra serum inhibin diizeylerinde
diisme olur. FSH uygulamasinda kan inhibin A konsantrasyonlarinda degisiklik
olmaz. FSH uygulanmasi bu diisiikliigii durduramaz (107). Fakat hCG uygulanmasi
inhibin A diizeylerini artirir. Dolayisiyla luteal fazda inhibin A sekresyonu FSH degil
LH bagimlidir (179).

Inhibin subunitesi transkriptleri biiyiik folikiillerin hem graniiloza hiicreleri
(o, BA) hem de teka interna (o) hiicrelerinde varken, granuloza hiicrelerinden
yoksun olan dejenere folikiillerde yoktur. (183)

Sicanlarin ovaryumlarinda proestrusta gonadotropin yiikselmesinden ve
ovulasyondan sonra a ve BA mRNA diizeyleri yiiksektir. (133)

Perimenopozal hastalarda bazal FSH artis1 ve E2 artisi olmaktadir. Bu
degisikliklerin olmasindan ©nce inhibin B diizeylerinde diisiikliik olur. (207)
Perimenopozal donemde luteal fonksiyonlarin baskilanmasi sonrasinda serum inhibin
A diizeylerinde de diisiikliik olur. (48, 158) Menopoz sonrasinda inhibin A ve inhibin

B konsantrasyonlari1 saptanamayacak diizeye diiser. (213)
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Yash hastalarda inhibin B diizeylerinde diisiikliik olmasina ragmen inhibin A
konsantrasyonlari geng hastalarla benzerdir. (107)

Ovulatuvar stimulus esnasinda serum inhibin A ve inhibin B, toplanan oosit
sayilar1 yasla kontrol edildiginde gebeligi ongormede kullanilabilir. Inhibin A
diizeyleri embriyo sayisi ile korelasyon gosterirken, ne inhibin A ne de inhibin B yas
ve toplanan oosit sayisindan daha degerli degildir. Dolayisiyla reproduktif teknoloji
kullanilacak hastalarda yas ve oosit sayis1 en giiclii prediktordiir. Siklusa baglamadan
Olclilecek inhibin B bazal FSH kombinasyonu basarili sonucu Ongdrmede
kuillanilabilir. Ovulasyon esnasinda yiliksek konsantrasyonlarda serum inhibin A ve
inhibin B diizeyleri basarili IVF sikluslarin1 6ngérmede kullanilabilir ve oosit
kalitesinin ve sayisinin bir isareti olarak kullanilabilir (106). Folikiiler sivida artan
konsantrasyonlarda inhibin A, inhibin B olan hastalarda basarili gebelikler
artmaktadir. (200)

Folikiil kaybinda FSH’ da gercek bir artis ve inhibinde ise azalma olmaktadir.
Hizlanan kayip, FSH stimiilasyonundaki artisa ikincil olarak gelismis olabilir.
FSH’daki artis yaslanan folikiiliin kalite ve kapasitesindeki azalmay1 yansitmaktadir.
Inhibindeki azalma ise, hipofiz bezi tarafindan salgilanan FSH salmim {izerine
graniiloza hiicre {iiretimi ile olan Onemli negatif feedback etkisinin degistigini
gdsterir. Inhibin A ve inhibin B’ nin her ikisinin bu olayda rol almas1 muhtemeldir.
Ciinkii inhibin A’ nin luteal faz seviyeleri ve inhibin B’ nin folikiiler faz seviyeleri
yas ile birlikte azalmakta ve FSH’ da yiikselme olmadan once ortaya ¢ikmaktadir.
Ancak Avusturalya’ da yapilan bir ¢alismada, FSH’ daki artisin sadece inhibin B’ de
ki azalma ile korele oldugu ve cevap olarak estradiol konsantrasyonlarinda hafif bir
artisin oldugunu gosterir. (32)

Inhibin {iretiminin azalmasi, ya folikiil sayisiin azaldigini ya da yash
folikiiliin fonksiyonel kapasitesinin azaldigini yansitabilmektedir. Preovulatuvar
folikiiler s1ividaki inhibin konsantrasyonu geng ve yasl adet goren kadinda benzerdir.
Bu da kalan follikiillerin sayisinin en 6nemli faktor oldugunu gostermektedir.(145).

Inhibin diizeyleri menopoz déniisiimiine giren kadinlarda degisir. Geng
kadinlar ile karsilagtirildiginda menopozal doniisiimdeki yasl kadinlarda erken

folikiiler fazda daha diisiik inhibin B diizeyleri goriiliir. (297) Inhibin A diizeyleri,
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LH pikini takiben yash kadinda gecici, keskin ve hizli bir diisiisden baska, iki grup
arasinda farkli degildir. (278)

Inhibin B nin negatif feedback’inin azalmasi erken menopozal déniisiim
esnasinda FSH diizeylerinde artisa neden olur. Inhibinler TGF-beta siiper ailesi
iiyesidirler. Inhibin B ovaryumlarda graniiloza hiicrelerinde fiiretilirler ve primer
olarak hipofizden FSH salinimini inhibe ederler. Menopozal doniisiim esnasinda
inhibin B diizeyleri, ovaryum fonksiyonlarin azalmasi ile diismeye baglarlar. Perifer
ile dolasimdaki yiiksek FSH diizeyleri, ovaryumlarda dstrojen tiretimini arttirir. Buda

yiiksek dstrojen diizeyinden sorumludur. (290)

2.11. Androjen Reseptorii (AR)

Androjen reseptdor (AR) geni, X kromozomunun uzun kolunda (ql1-12)
bulunan 170-180 kbp’lik bir gendir. AR proteini yapisal ve fonksiyonel olarak 4
farkli kistmdan olusur. Proteinin sinyal iletiminden sorumlu C terminali, liganda
baglanan 60-100 amino asit igeren ligand baglayici kisitm, DNA’ya baglanan kisim,
608-625 amino asitten olusan eklem (hinge) kismi ve proteinin transkripsiyon
reglilasyonundan sorumlu N-terminal kismi (28, 29).

Androjenler steroid hormonlardir. Biitiin androjenler i¢in tek bir reseptor
vardir. Bu reseptor en yiiksek affinite ile testesteron ve dihidrotestesterona baglanir
(298). Androstenadion, Ostradiol ve progesteron gibi diger androjenler ise reseptore
testosterona gore daha diisiik afiniteye sahiptirler. Steroid reseptorler DNA’ya
baglanarak ve gen transkripsiyonunu diizenleyerek etki gosterirler (60). Androjen
reseptorleri sentezlendikten sonra fosforilasyona ugrar. Boylelikle hormon baglayici
kapasite kazanir. Hormon baglandiktan sonra ikinci fosforilasyon basamagi
gergeklesir ve boylelikle AR DNA ya baglanma kapasitesi elde eder (138).

Reseptdr sayisinda, fosforilasyon durumunda, polimorfik varyasyonlarda
farkliliklar androjenlere kars1t doku cevabini belirler (28, 29). Liganda bagli olmadigi
durumda androjen reseptorii sitoplazmada HSP 90, HSP 70 ve HSP 56 ya baglidir.
Boylelikle AR iin tersiyer yapisi stabilize olur ve siirekli reseptér aktivasyonu
engellenmis olur. Ligand baglanmasi reseptér yapisinda konformasyonel
degisikliklere neden olur ve HSP ler reseptorden ayrilir. AR-ligand niikleusa dogru
hareket eder. Nukleusta DNA ya baglanir ve transkripsiyon gerceklesir. (130)
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Sicanlarda yapilan calismalarda AR immun reaktivitesi primer, sekonder,
matlir folikiillerin graniiloza hiicrelerinin nukleuslarinda gosterilmistir. Primordial
folikiiller ve korpus luteumlarda gosterilememistir. Interstisyel hiicrelerde dagilmis
sekilde immunreaktivite gosterilmistir. Oviduktlarda stroma ve epitelyum hiicre ve
kas tabakasi hiicre nukleuslarinda AR inmmunreaktivitesi gézlenmistir. Uterusta
bezlerde ve ylizey epitelinde AR immunreaktivitesi vardir. Endometriumda stromal
hiicrelerde ve kas hiicrelerindede AR boyanmasi gozlenmektedir (209).

Sigcanlarda ovaryum folikiillerinde gelisme olduk¢a AR oranlar1 diismektedir.
Folikiillerin FSH ve LH ile stimulasyonu sonrasinda AR konsantrasyonlar1 diismekte
ve ayni folikiillerde aromataz enzim ekspresyonu artmaktadir. Preovulatuvar folikiil
gelisiminde AR miktar1 diismektedir.(302) Androjenler tarafindan azalan AR
konsantrasyonu FSH uygulamasiyla diizelmektedir.(303) AR miktarlar1 mural
graniiloza hiicrelerinde azalmaya baglar fakat ovulasyona yakin donemlerde oosite
yakin kumulus hiicrelerinde halen AR ekspresyonu vardir. Bu olay androjenlerin
parakrin etkiyle ovulasyon siiresindede rol alabilecegini gostermektedir. (245)

Gebelikte yogun bir folikiiler atrezi siireci yasanir. Bu siirecte androjen
reseptor ekspresyonu mural granuloza hiicrelerinde azalirken kumulus hiicrelerde
halen yogun sekilde gozlenmektedir. Oositlerin nukleoluslarinda son doneme kadar
AR boyanmasi gozlenmektedir. (304)

Primordial, primer, ve baz1 sekonder follikiillerde oositlerde gittik¢e azalan
immun boyanma vardir. Antral folikiillerden elde edilen oositler
immunohistokimyasal olarak daha zayif boyanmaktadir. Germinal vezikiillerde
sitoplazmadan daha az immun boyanma vardir ve bu boyanmada AR {in sitoplazmik
olarak azalmasi ile beraber azalir. Bunun aksine, sekonder ve antral folikiillere dogru
gidildikge niikleoluslarda daha kuvvetli immun boyanma gozlemektedir.
Nukleoluslardaki AR boyanmasi atretik folikiillerde oosit fragmantasyonu sonrasinda
dahi gozlenmektedir. Bu bulgular gostermektedir ki oosit gelisimi esnasinda AR

oositin sitoplazmasindan GV oradan da nukleolusa dogru hareket etmektedir. (305)

Over ve testislerde 9. Haftada her iki sekstede AR boyanmasi gozlenirken 10.
Haftada sadece erkekelerde AR boyanmasi vardir. 11. Haftada fetal testislerde AR
boyanmasi yoktur. Dolayisiyla insan fetal hayatinda urogenital sinus ve seks

farklilasmasinda AR lerin rolii vardir. (306)
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Insan menstrual siklus siiresince AR konsantrasyonlar1 arastirilmustir.
Primordial ve primer folikiillerde AR ekspresyonu yapmamaktadir. Sekonder
follikiillerin granuloza hiicre ve teka hiicrelerinde zayif niikleer AR boyanmasi
vardir. Dominan follikiiliin granuloza hiicreleri orta derecede AR boyanmasi1 varken,
boyanma siddeti tekal hiicrelerde gozlenenden fazladir. Luteal fazda AR boyanma
yogunlugu en fazla ovulasyon oOncesi erken luteal fazda olmakta ve sonrasinda
azalmaktadir. Atretik follikiillerde teka hiicrelerde gozlenen boyanmadan daha
siddetli bir niikleer boyanma vardir. Follikiilleri ¢cevreleyen stromal hiicrelerde zayif
AR nukleer boyanmasi vardir. Menstrual siklusun her doneminde siddeti degismekle
beraber overlerde AR ekspresyonu vardir. Dolayisiyla intraovaryan mikrogevrede
androjenler ve olasilikla aracilar1 olan AR ler follikiiler gelisme ve maturasyon,
atrezi ve luteinizasyonda otokrin ve parakrin role sahiptir. (307) insan over yiizey
epitelinde AR ler vardir. Over ylizey epiteli androjen uyarisi ile prolifere olur ve
apoptosis bu hiicrelerde azalir. Dolayisiyla artmig karsinogenezde androjenler rol

alabilir. (308)

2.12. Perimenopozal Donem

Menopoz, menstruasyonun kalict olarak durmasi seklinde tanimlanir ve
ovaryumdaki folikiiler aktivitenin kaybi ile sonuclanir. Amenorenin 12 ay boyunca
stirmesiyle taninir. Siklikla son menstrual periyod (FMP) terimi kullanilir, fakat,
bagimsiz biyolojik markir1 yoktur. (33)

Perimenopoz, menopozun baglangicina yakin endokrinolojik, biyolojik ve
klinik 6zellikler tasidigindan, menopozdan hemen dnceki ve menopozdan sonraki ilk
yildir. Menopozal doniisiim, menstrual diizensizligin arttigt FMP den onceki
zamandir. (sekil 2.8)

Menstrual siklus diizenindeki degisiklikler, menopozal doniisiimiin
karakteristigidir ve ovaryumlarda, hipotalamo-pituiter-gonodal aksta veya uterusda
yas iligkili degisikliklerden olabildigi diisiiniilmektedir. Menstruasyonu diizenli olan
kadinlarin folikiil sayilarinin menstrual dontisiimdeki kadinlarin folikiil sayilarindan

daha ¢ok oldugu goriiliir. (221)
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Sekil 2.8. Reprodiiktif yasam ve menopozal doniisiim

Reproduktif yaslanma i¢in, menstrual siklus paterni ve FSH diizeylerini temel
alan yedi evre ile yeni siniflama sistemi olusturulmustur.(699)

Menopozal doniisim erken ve gec¢ evreye boliinmiistiir. Menstruel siklus
degisiklikleri ve FSH diizeyinin yiiksekligi tanimlanir. Erken menopozal dontisiimde
menstruel siklus degisikligi yedi glin veya daha ¢ok siklus arasi uzunlukta degigsme
ile karakterizedir. Ge¢ menopozal doniisiim ise 2 veya daha ¢ok siklus atlama ile
karakterizedir. Menopozal doniisiimiin sonu FMP iledir. (8)

Menstruel diizensizlik, perimenopozal gec¢is olarak adlandirilan objektif
olarak tanimda kullanilabilen tek belirtectir. Menopoz ovaryum aktivitelerinin
kaybini takip den donemde menstruasyonun tamamen kesildigi noktadir. Menopoz
yunanca kokenli kelimeleri men (ay) ve pausis (kesilme)’ den tiiremistir. Normal
ovulatuvar siklustan mensin kesildigi donemi igeren menopoz Oncesi yillar
perimenopozal gecis yillar1 olarak bilinir. Buradaki en belirgin 6zellik menstrual
siklustaki diizensizliktir. Klimakterik, daha yasli, daha genel ve daha az kesinligi
olan terimdir. Hayatin reproduktif durumundan perimenopozal ge¢is ve menopozdan
postmenapozal yillara geg¢is donemini isaret eder. Klimakterium merdiven anlamina
gelen yunanca kokenli sozciikten gelir. (143)

Menstrual siklus uzunluguna folikiiler biiyiime gelismesinin kalitesi ve hizi
ile karar verilir. Menars1 takiben; ilk 5-7 yil digerlerine gore uzun sikluslar, daha
sonra sikluslar kisalarak artan bir regiilarite olusur ve dogal reproduktif yas sekline
ulagir. Kirk yaslarinda, sikluslar tekrar uzamaya baslar. Anovulatuvar siklusun en

yiiksek insidansi 20 yas alt1 ve 40 yas tistiidiir.
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Kirk yaslarinda kadinlarda anovulasyon daha belirgin hale gelmekte, fakat
menapozdan 2-8 yil 6nce yani anovulasyon dncesi siklus siiresi uzamaktadir. Mensin
kesildigi yastan bagimsiz olarak; uzun sikluslar menopoza dogru ilerler. Menopoz
erken veya ge¢ olabilmektedir. Folikiiler faz siklus uzunlugunun ana belirleyicisidir.
Menopoz 6ncesi bu menstrual siklusdaki bu degisiklik FSH seviyelerinde artma,
inhibin seviyesinde azalma, fakat normal LH ve hafif yiikselmis estradiol seviyeleri
ile karakterizedir.

Kadinda, akselerasyon gosteren folikiiler azalma ve fertilitede diisme 37-38
yaslarda baslamakta ve menopoz bunu takip eden yaklasik 13 yil sonra olusmaktadir
(ortalama yas 51). Ama epidemiyolojik ¢caligmalar genel populasyonda yaklasik %10
kadinin 45 yasinda menapoza girdigini géstermistir. Muhtemelen bu kadinlar normal
ovaryum folikiil havuzundan daha kii¢iik bir havuz ile dogmakta. Bu havuz erken
yaslarda fonksiyonal olarak tiikenmektedir. Menopoz yasa bakmaksizin esik degeri
olan folikiil sayis1 1000’in altina diisiince olmaktadir.

Gegmis inanislarin aksine Ostradiol seviyeleri menopoz Oncesi yillarda
dereceli olarak azalmaz, folikiiler biiyliime ve gelismenin kesilmesinden yaklasik bir
yil Onceye kadar normal sinirlarda hatta hafif ylikselmis olarak kalmaktadir.
Menopoz Oncesi bir yila kadar Ostrojen seviyelerinde major bir azalma
baslamamaktadir. (32, 159, 217) Aslinda, perimenapozal ge¢isi yasayan kadin daha
yiiksek Ostrojen seviyelerine sahiptir. Bu yillarda, artmis olan FSH salinimi, artmis
ovaryum folikiil cevab1 olusturur. (230)

Perimenopozal gegis siiresince ovaryumlarda son folikiil tiikeninceye kadar
hizlanmis sekilde kaybolmaya baslar. Insan ovaryumlarinin ¢alismasinda hizlanan
kayip 37-38 yastaki normal kadinlarda toplam folikiil sayisinin 25000’ ulastigi
zaman baglar. (83)

FSH seviyelerinin artig1 ile folikiiler faz kisalir ve dstradiyol seviyeleri erken
olarak artar. Bu yiiksek FSH seviyeleri folikiiler gelisimi stimiile eder. (144)
Ostradiyol seviyelerindeki erken ani artislarin folikiiler biiyiime sonucu degil
siklusun basinda ilerlemis folikiiler gelisim ve dominant folikiiliiniin erken
seciminden oldugu diisiiniiliir. (146, 265)

Menopozal doniisiim, ovaryum primordiyal folikiill sayisinda azalma

oldugunda meydana gelir. Dolasimdaki AMH daki major azalma bunu yansitir.
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Déniisiimiin baglamasinin en énemli klinik dzelligi siklus diizensizligidir. inhibin B,
FSH saliniminin diizenlenmesinde anahtar rol oynar. (33)

Gonodotropinlerin diizeyindeki degisiklikler, menstrual siklusun folikiiler ve
luteal fazinin her ikisinde menopozal doniisiim esnasinda meydana gelir. (147, 278).
Erken folikiiler ve erken luteal fazda FSH diizeyleri yash kadinlarda (35-46 yas)
geng kadinlardan (20-34 yas) daha yliksektir. (278) Orta ve ge¢ luteal fazda FSH
diizeyleri her iki grup kadinda benzerdir. (8)

Ostrojen diizeyleri erken menopozal déniisiim esnasinda yiikselir. Orta ve geg
folikiiler fazda Ostradiyol diizeyleri yash kadinlarda gen¢ kadinlardan yiiksektir.
Luteal fazda ostradiyol diizeyleri her iki grupdada aynidir. (278) Farkli yaglarda
perimenopoz donemindeki kadinlarda Ostrojenin toplam ortalama menstrual siklus
salinimi yagh kadinlarda genglere kiyasla daha ytiksektir. (230)

Oositlerin sayisinda kademeli azalma ve ovaryum korteksinin incelmesi ile
ovarian hilus ve medulladaki kan damarlarinda sklerozis ve sonucunda
oksijenasyonda azalma meydana gelir. Menopoz olusmasiyla ovaryumlar ince,
burusuk ve ¢ok kiigiik hale gelir. (42) Otuzlu yaslardan sonra ovaryum boyutunda
azalma baslar 70 1i yaslara kadar her bir dekadda ovaryumun hacminde 6nemli
azalmalar goriliir. (208). Ovaryum hacmi Ostrojen tedavisi almayanlarla
karsilastirildiginda strojen alanlarda bile kiigiiktiir. Eksojen hormonlar ovaryumlarin
gonodotropin salinimini baskilarken folikiilogenezisi azaltir. (290)

Gelisimsel olarak, kadinlar en yiiksek oosit sayisina hamileligin 20.
haftasinda ulasir. Bu say1 bundan sonra dramatik olarak azalir (22). Bu azalmanin
sebebi acik degildir. Fakat, biliylime farklilagtirici faktor-9 (108) gibi biiyiime
faktorleri ve periferal kan akimindan koruyan bazal membran ile oositi ¢evreleyen
tek tabaka graniiloza hiicreleri i¢in gerekli anatomik yapi sorunlar1 gibi durumlar
sebep olarak goz oOnilinde bulundurulur. Kadinlar, oositlerin ¢evresel etkilerden
korunmasini saglamalidirlar. Tanimlanmis toksinlerden en bilineninden bir tanesi
sigaradir. Diger biride galaktozdur (178, 45). Sigara icen kadinlar, igmeyenlere gore
1-2 yil daha erken menopoza girerler. Sigara igenler, sigarayr birakanlar veya hig
icmeyenler ile karsilagtirildiginda, sosyoekonomik durum, bazal metobolik indeks ve
pariteden bagimsiz olarak daha erken menopozal doniisiime ugrarlar. Parite, erken

menopozal doniistim ve menopoz riskini azaltir. (290)
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3. GEREC ve YONTEMLER

Arastirmamizda 28 giinliik, 40-60 g agirliginda, toplam 40 adet immatiir disi
Sprague Dawley tiirii sican kullanildi. Sicanlar Eskisehir Osmangazi Universitesi
(ESOGU) Tibbi Cerrahi Arastirma Merkezi (TICAM) tarafindan saglandi.
Hayvanlara yapilacak uygulamalar i¢in ESOGU Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulun’ dan 25.11.2009 tarihinde 58 dosya numarali etik kurul onay1 alindi.

Siganlar deney siiresince 12 saat aydinlik/karanlik 1siklandirmasi olan, 1sis1
2442°C ve nemi %5545 olarak ayarlanmis ortamda yasatildi. Hayvanlar deneye
baslamadan 1 hafta 6nce polikarbon seffaf kafeslere konularak ortam kosullarina
adaptasyonlar1 saglandi. Yiyecek ve su ihtiyaclar siirsiz ve giinliik olarak saglandi
ve kontrol edildi. Saglik durumlar1 ve besin ihtiyaglar1 giinliik olarak temin edildi.
Deneyin basginda ve sonunda viicut agirliklar tartildi. Deney sonunda ise vajinal

smear ile siklus tayinleri ve ayrica ovaryumlarin ve uteruslarin agirliklari 6l¢tildi.

3.1. Kimyasal Maddeler ve Uygulamalari

Deney gruplarinda kimyasal maddeler olarak 4-Vinylcyclohexene diepoksid
(VCD) (Fluka, 1302946, 250 ml), dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma Chemical Co. St.
Louis, MO, USA, 48H0074, 11) ve Dehidroepiandrosteron (DHEA) (Sigma, D4000,
25 g) kullanildi. Gruplara 15 giin boyunca DMSO da ¢ozdiiriilen VCD ve DHEA 55
giin boyunca intraperitonal (i.p.) olarak ve her hayvana esit miktarda (0,02 ml)
olacak sekilde verildi. Dozlarin miktarlart 6n ¢aligma ile belirlendi. Enjeksiyonlar,
her bir hayvan i¢in ayr1 enjektdrler kullanilarak ve her giin ayni saate yapildi.
Deneyin baslangicindan itibaren 55 giin sonunda, sakrifikasyon islemi oOncesi
anestezi i¢in ketamin 90 mg/kg (Ketalar, 50 mg/ml, flakon, Pfizer) ve ksilazin 10
mg/kg (Rompun, %2’ lik injeksiyonluk solusyon, Bayer) kullanildi.

3.2. Deney Gruplan

Arastirmamizdaki sicanlar rastgele se¢imle, her grupta 10 adet olmak {izere
Vinilsikloheksen diepoksid (VCD), Dehidroepiandrosteron (DH), Vinilsikloheksen
diepoksid + Dehidroepiandrosteron (VDH) ve kontrol grubu olarak dort gruba
ayrildi.
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3.3. Ovaryum ve Uterus Orneklerinin Degerlendirmeleri

Deney siiresi sona erdiginde son dozdan sonra her bir siganin vaginal
smearlar1 almarak sikluslar tespit edildi ve 4 saat sonra ketamin ve ksilazin
anestezisi uygulandi. Sicanlar, servikal dislokasyon ile oldiiriildiikten sonra
intrakardiyak kan ornekleri alind1 ve uterus ve ovaryumlari alindi ve agirliklar
hassas terazide dikkatli bir sekilde tartildi. Ovaryumlar tartim isleminden sonra sol
ovaryum Bouin fiksatifinde 18-20 saat siire ile fikse edildi. Islemler organlarin otoliz
olmamasi i¢in hizli bir sekilde yapildi. Fiksasyon isleminden sonra alinan dokulara

uygun takip islemi yapilarak parafin bloklar1 hazirlandi.

Alinan kan orneklerinin santrifiij ile serumlar1 ayrildi. ELISA yontemi ile

serum FSH, estradiol, antimiillerian hormon ve inhibin diizeyleri ol¢iildii.

Parafin bloklar1 hazirlanan dokularin her birinden Spm kalinhigindaki seri
kesitler alindi. Kesitlerde genel degerlendirme ve folikiil sayist tespiti i¢in H&E
boyama, apoptozu incelemek i¢in terminal deoxynucleotidyl transferase mediated
dUTP nick and labelling (TUNEL) ve kaspaz-3, anti miilleriyan hormon (AMH) ve
androjen reseptorlerinin (AR) yogunlugunu belirlemek i¢in immiinohistokimyasal

boyama yapildi.

3.4. Folikiil Sayilarimin Tespiti

Isik mikroskobu ile ovaryumlara ait kesitlerde bulunan folikiiller sayildu.
Ovaryumlardan alinan her hayvana ait her 40. kesitte folikiiller sayildi. (175)
Kesitlerde, tek katli yass1 folikiil hiicreleri bulunan folikiiller primordiyal folikiil, tek
katli kiibik folikiil hiicreleri bulunan folikiiller primer folikiil, iki veya daha ¢ok katl
follikiil hiicreleri bulunan ve folikiil hiicreleri arasinda antral bosluk bulunmayan
folikiiller sekonder folikiil, cok katl1 folikiil hiicreleri arasinda antral bosluk bulunan
folikiiller antral folikiil olarak degerlendirildi. (175) Bu folikiiller saglikl1 folikiil
olarak degerlendirildi. Graniiloza hiicre niikleuslarinda piknozis ve kromatin
kondensasyonu ve graniiloza hiicreleri ve oositler arasi iligkinin ve diizenin bozulmus
oldugu, oositleri eozinofilik boyali olan folikiiller atretik folikiil olarak
degerlendirildi.(239) Ayrica ovaryumlarda bulunan korpus luteum ve folikiil

kistlerinin de sayimi1 yapildi. Azalmis graniiloza hiicre tabakasi ve kalin teka interna
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tabakasiyla i¢i s1vi dolu biiyiik yapilar folikiil kisti olarak degerlendirildi.(299)

Folikiillerin ¢aplar1 okiiler mikrometre yardimiyla 6l¢iildii.

Immiinohistokimyasal ~boyalarm (AMH, TUNEL, Kaspaz-3, AR)
degerlendirilmesi icin rasgele secilmis 25 kesitte okiiler mikrometresi yardimiyla
X40 biiyilitme ile 50 alanda sayim yapildi. Histopatolojik degerlendirme i¢in kesitlere
H&E boyasi uygulandi. Kesitlerin fotograflar yiiksek ¢oziiniirliikteki Olympus BH-2
marka fotomikroskop (Olympus Corp. Tokyo, Japonya)’a monte edilmis DP 70
dijital kamera kullanilarak ¢ekildi.

3.5. Ovaryum i¢in uygulanan doku takibi

» Boin soliisyonunda fiksasyon : 18-24 saat
» 30°'lik alkol : 1 saat
» 50°'ik alkol : 1 saat
» 70°'ik alkol : 1 saat
» 80°' lik alkol : 15 dakika
» 90°' lik alkol : 15 dakika
» 96°' lik alkol 1 : 10 dakika
» 96°' lik alkol II : 10 dakika
» Ksilol I : 10 dakika
» Ksilol IT : 15 dakika
» Parafin [ : 45 dakika
» Parafin 11 : 1 saat
» Parafin III : 1 saat

3.6. Hematoksilin-Eozin yontemi

» Ksilol I :20 dakika

» Ksilol II :20 dakika

» 96 lik alkol I :5 dakika
» 96° lik alkol 11 :5 dakika

» 90 lik alkol :5 dakika

» 80°'1ik alkol :5 dakika

> 70°lik alkol :5 dakika
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» Distile Su :5 dakika
» Hematoksilin :2 dakika
» Yikama (akar suda) :5 dakika
» Eozin :5 dakika
» 70°'lik alkol :3 dakika
» 80°' lik alkol :3 dakika
» 90 lik alkol :3 dakika
» 96 lik alkol I :3 dakika
» 96 lik alkol 1T :3 dakika
» Ksilol I :20 dakika
» Kasilol II :20 dakika

3.7. TUNEL Yontemi

Apoptoz rutin histolojik kesitler ile gosterilebilir. Ancak daha hassas
yontemler bulunur. Bu yontemlerin basinda TUNEL gelmektedir. Apoptotik
sinyaller DNA {izerinde kiriklar olusturur. A¢iga c¢ikan DNA parcalarinin 3’-OH
uclarina terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) araciligr ile digoxigenin
isaretlenmis ve isaretlenmemis deoksiniikleotidler eklenir. Daha sonra digoxigenin
isaretlenmis yeni niikleotidler anti-digoxigenin konjugati ile tespit edilir.
Diaminobenzidine isaretlenmis 6rnek ile tepkimeye girerek DNA kirig1r bolgesinde

¢Ozilinemeyen substrat olusturulur.

3.7.1. Kullanilan kit

Apoptag plus peroxidase n situ apoptosis detection kit (S7101 Chemicon

international)

3.7.2. Yontem
» Ksilol I :5 dakika
» Kasilol II :5 dakika
» Ksilol IIT :5 dakika
» 100°'lik alkol I :3 dakika
» 100°'ik alkol II :3 dakika
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95°'lik alkol

70°'lik alkol

Fosfat buffer soliisyonu (PBS)
Proteinaz K soliisyonunda
Distile su I

Distile su II

% 3°liik hidrojen peroksid
PBS

Equilibration buffer

TdT enzimi 37°C’de nemli ortamda
Working Stop/ Wash buffer I
Working Stop/ Wash buffer II
PBS I

PBS II

PBS III

Anti-digoxigenin peroxsidaz damlatilir
iizerlerine plastik coverslip ile kapatilir
ve nemli ortam olusturulur
PBS I

PBS II

PBS III

PBS IV

DAB soliisyonu

Distile su I

Distile su II

Distile su III

Metil green

Distile su I

Distile su II

Distile su III

Biitanol

Ksilol
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:3 dakika

:3 dakika

:5 dakika

:15 dakika

:2 dakika

:2 dakika

:5 dakika

:5-10 dakika c¢alkalama
:5 dakika

:1 saat

:15 saniye ¢alkalanir
:10 dakika

:1 dakika

:1 dakika

:1 dakika

:30 dakika
:2 dakika
:2 dakika
:2 dakika
:2 dakika
:10 dakika
:1 dakika
:1 dakika
:5 dakika
:15 dakika
:10 saniye
:10 saniye
:10 saniye
:10 saniye

:2 dakika
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> Kasilol :2 dakika
> Kasilol :5 dakika

3.7.3. Apoptoz goriilen hiicre sayimi
Isik mikroskobu ile her hayvana ait rastgele se¢ilmis 25 kesitlerde X40
objektif ile 50 alandaki tiim folikiillerde ayr1 ayr1 kahverengi boyanmis hiicreleri

sayilarak ortalama alinmistir.

3.8. Kaspaz-3 Immiinohistokimyasal Boyama Yéntemi

Apoptoza giren hiicrelerde kaspaz 3 asamasi ve geri doniisiimsiiz bir noktadir.
Cesitli sebeplerle apoptoz olustugunda kaspaz-3 aktivasyonu ile 6liim gerceklesir.
Aragtirmamizda kaspaz-3 immiinohistokimyasal olarak boyanma yogunlugu dikkate
aliarak degerlendirildi. Skorlama asagida gosterildi (86).

0: Higbir boyanma yok

1: Cok az boyanma var

2: Siddetli boyanma var

3.8.1. Kullanilan antikorlar

Primer antikor olarak Rabbit Anti-Active Caspase-3 Polyclonal Antibody
(AB3623 Chemicon) kullanildi. Sekonder antikor olarak HRP/AEC (Thermo Fisher
Scientific Anatomical Pathology, USA) kit kullanildi.

3.8.2. Yontem

» Kasilol I :5 dakika

» Kasilol II :5 dakika

» 96° lik alkol I :5 dakika
» 96 lik alkol 1T :5 dakika

» 70° lik alkol I :5 dakika

» 70°'lik alkol 1T :5 dakika

» PBS :1 dakika

» PBS :1 dakika

» Antijeni agiga ¢ikarmak i¢in pH 6.0
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olan 10mM sodyum sitrat buffer i¢inde

kaynatildi :5 dakika
» Sogumaya birakilir :20 dakika
» Cesme suyu :5 dakika
» PBS :1 dakika
» PBS :1 dakika
»  %3’lik Hidrojen peroksid :10 dakika
» Distile Su :30 saniye
» Ultra V Blok :5 dakika (nemli ortam)
» Primer Antikor :1 gece (nemli ortam)
» PBS :1 dakika
» PBS :1 dakika
» Biotinylated goat anti polyvalent :30 dakika
» PBS :1 dakika
» PBS :1 dakika
» Streptavidin Peroxidase :30 dakika
» PBS :1 dakika
» PBS :1 dakika
» Kromojen (30 dakika dnce hazirlanmali):5 dakika (nemli ortam)
» Cesme suyu :30 saniye
» Hematoksilin :10 saniye
» (Cesme suyu :30 saniye

3.9. Anti Miillerian Hormon Immiinohistokimyasal Boyama Yéntemi:
AMH ovaryumdaki folikiil rezervlerini belirlemede 6nemli bir isaretleyicidir.

AMH ovaryumdaki folikiillerin etrafini saran graniiloza hiicrelerinde ve ovaryum
stromasinda boyanma 06zelligi gostermektedir. AMH immiinohistokimyasal olarak
boyanma yogunlugu dikkate alinarak degerlendirildi. Skorlama asagida gosterildi
(224).

0: Higbir boyanma yok

1: Cok az boyanma var

2: Orta siddetli boyanma var
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3: Yogun boyanma var.

3.9.1. Kullamlan antikorlar

Primer antikor olarak MIS C-20 (sc-6886 Santa Cruz biotechnology)
kullanildi. Sekonder antikor olarak Histofine Simple Stain MAX PO (G) Universal
Immunoperoxidase Polymer Anti-Goat (Nichirei Bioscience, Tokyo, JAPAN)
kullanildi. Kromojen olarak ise HRP/AEC (Thermo Fisher Scientific Anatomical
Pathology, USA) kit kullanildi.

3.9.2. Yontem

» Ksilol I :5 dakika
» Ksilol IT :5 dakika
» Ksilol II'] :5 dakika
» 100°' lik alkol I :2 dakika
» 100" lik alkol 11 :2 dakika
» 96° lik alkol :2 dakika
» 96°'1ik alkol :2 dakika
» Cesme suyu :30 saniye
» Distile Su :1 dakika
» Antijeni agiga ¢ikarmak i¢in pH 6.0

olan 10mM sodyum sitrat buffer iginde

kaynatild1 :5 dakika
» Sogumaya birakilir :20 dakika
» %3’lik Hidrojen peroksid :10 dakika
» Distile Su :30 saniye
» Ultra V Blok :5 dakika (nemli ortam)
» Primer Antikor :2 saat ( nemli ortam)
» PBS :1 dakika
» PBS :1 dakika
» Sekonder Antikor :40 dakika
» PBS :1 dakika
» PBS :1 dakika
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Kromojen (30 dakika once hazirlanmali):5 dakika ( nemli ortam)

Cesme suyu :30 saniye
Hematoksilin :10 saniye
Cesme suyu :30 saniye
Distile Su :30 saniye

3.10. Androjen reseptor (AR) Immiinohistokimyasal Boyama Yéntemi:
Androjen reseptor (AR), ovaryumdaki folikiillerin etrafini saran graniiloza

hiicrelerinde, teka hiicrelerinde ve ovaryum stromasinda niikleer boyanma 6zelligi
gostermektedir. AR immiinohistokimyasal olarak boyanma yogunlugu dikkate
alinarak degerlendirildi. Skorlama asagida gosterildi.

0: Boyanma yok

1: Hafif boyanma var

2: Orta siddetli boyanma var

3: Yogun boyanma var.

3.10.1. Kullanilan antikorlar

Primer antikor olarak Androjen reseptdr (RB-9030-P0 Thermo scientific)
kullanildi. Boyama tekniginin diger basamaklarda HRP/AEC (Thermo Fisher
Scientific Anatomical Pathology, USA) kit kullanildi.

3.10.2. Yontem

» Ksilol I :5 dakika
» Kasilol II :5 dakika
» 96 lik alkol :5 dakika
» 96°'1ik alkol :5 dakika
» 70° lik alkol :5 dakika
» 50 lik alkol :5 dakika
» 25°lik alkol :5 dakika
» PBS :5 dakika
» PBS :5 dakika
» Antijeni agiga ¢ikarmak i¢in pH 6.0



olan 10mM sodyum sitrat buffer
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icinde kaynatildi :3 dakika
» Sogumaya birakilir :20 dakika
» Cesme suyu :30 saniye
» PBS :5 dakika
» %3’lik Hidrojen peroksid :10 dakika
» Distile Su :5 dakika
» Ultra V Blok :5 dakika (nemli ortam)
» Primer Antikor :30-60 dakika ( nemli ortam)
» PBS :1 dakika
» PBS :1 dakika
» Sekonder Antikor :20 dakika
» PBS :1 dakika
» PBS :1 dakika
» Streptavidin perexidose :20 dakika
» PBS :1 dakika
» PBS :1 dakika
» Kromojen (30 dakika dnce hazirlanmali) :10 dakika ( nemli ortam)
» Cesme suyu :30 saniye
» Hematoksilin :10 saniye
» Cesme suyu :30 saniye
» Distile Su :30 saniye
3.11. ELISA

3.11.1. Anti-Mullerian Hormon Ol¢iim Yontemi

ELISA yéntemiyle Diagnostik Systems Laboratories (Texas, USA) firmasina
ait, ACTIVE MIS/AMH ELISA DSL-10- 14400 adli kit kullanilarak calisildi ve AMH

diizeylerinin Ol¢iimii  yapildi. Bu yoOntem, enzimatik immunassay esasina

dayanmaktadir. Anti-MIS/AMH antikorlariyla kapli kuyucuklarda standardlar,

kontroller ve serum Ornekleri inkiibe edildi. Yikama asamasinin ardindan,

kuyucuklar ikinci bir biotinle isaretli anti-MIS/AMH dedeksiyon antikoru ile
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muamele edildi. ikinci bir inkiibasyon ve ylkama asamasindan sonra kuyucuklar
streptavidin-horseradish peroksidaz (HRP) ile inkiibe edildi. Ugiincii yikama
asamasinin ardindan kuyucuklara substrat (tetrametilbenzidin) eklendi. Asidik stop
solusyonunun ilavesiyle reaksiyon durduruldu ve absorbans 450 nm’de mikroplate
okuyucu ile 6l¢iild.

Absorbans konsantrasyon grafigi cihaz tarafindan ¢izildi ve sonuglar otomatik
olarak hesaplandi. Kullanilan ticari ELISA kitinin sensitivitesi 0.006 ng/ml idi.

Sonuglar ng/ml cinsinden ifade edildi. O ile 15 ng/ml arasindaki degerler olgiildii.

3.11.2. Inhibin-B Ol¢iim Yéntemi

ELISA yontemiyle USCN LIFE SCIENCE AND COMPANY firmasina ait Rat
Inhibin B ELISA E0838r ticari kiti kullanilarak ¢alisildi ve rat serumlarinda inhibin-B
diizeylerinin  Ol¢limii  yapildi. Inhibin-B’ye spesifik antikorlarla kaplanmig
kuyucuklara, standartlar ve seruim oOrneklerinin eklenmesinin ardindan, biotinle
isaretlenmis antikor ilave edildi. Daha sonra, Avidin-horseradish peroksidaz (HRP)
ile inkiibe edilen kuyucuklara, substrat olarak tetrametilbenzidin ilave edildi.
Reaksiyonnun meydana getirdigi renk degisimi, 450 nm’de ELISA plate okuyucu ile
degerlendirildi ve absorbans konsantrasyon grafigi plate okuyucu tarafindan
cizilerek, sonuglar otomatik olarak hesaplandi. Inhibin-B degerleri, pg/ml cinsinden
ifade edildi. Kullanilan ELISA kitinin sensitivitesi 3.9 pg/ml idi. 0 ile 500 pg/ml

arasindaki degerler olgtildii.

3.11.3. Ostradiol Olgiimii

ELISA yontemiyle, ENDOCRINE TECHNOLOGIES, INC. USA Rodent
Estradiol ticari kiti kullanilarak, serumlarda estradiol Ol¢iimii yapildi. Bu testi,
yarigmali baglanma modelini baz alan solid faz enzim immunassay prensibine
dayanmaktadir. Ostradiol konsantrasyonu bilinmeyen serum oOrnekleri (isaretli
olmayan antijen) ve konjuge ostradiol (isaretli antijen) kuyucuklara eklenir. Isaretli
ve isaretli olmayan antijenler, kuyucuk duvarlarinda kapli bulunan spesifik antikora
baglanmak icin birbirleri ile yarisirlar. Yikama asamasi ile bagli olmayan serbest
antijenler uzaklagtirilir. Antikorlara baglanan isaretli antijenlerin miktari, isaretli

olmayan antijen konsantrasyonu (6l¢iilmek istenen Ostradiol konsantrasyonu) ile ters
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orantilidir. Bu caligmada, olusan renk degisimi 450 nm’de plate okuyucu ile
Olciilmustiir. Cizilen standart egrisinden, serumlardaki estradiol konsantrasyonlari
tespit edildi. Sonuglar, pg/ml cinsinden ifade edildi. Kullanilan ticari kitin

sensitivitesi 5 pg/ml idi. 0 ile 2762 pg/ml arasindaki degerler ol¢tldii.

3.11.4. FSH Ol¢iimii

ELISA yontemiyle, ENDOCRINE TECHNOLOGIES, INC. USA Rodent FSH
ELISA ticari kiti kullanilarak, serumlarda estradiol 6l¢iimii yapildi. Bu testi, yarismali
baglanma modelini baz alan solid faz enzim immunassay prensibine dayanmaktadir.
FSH konsantrasyonu bilinmeyen serum ornekleri (isaretli olmayan antijen) ve
konjuge FSH (isaretli antijen) kuyucuklara eklenir. Isaretli ve isaretli olmayan
antijenler, kuyucuk duvarlarinda kapli bulunan spesifik antikora baglanmak igin
birbirleri ile yarisirlar. Yikama asamast ile bagli olmayan serbest antijenler
uzaklagtirilir. Antikorlara baglanan isaretli antijenlerin miktari, isaretli olmayan
antijen konsantrasyonu (06l¢iilmek istenen FSH konsantrasyonu) ile ters orantilidir.
Bu ¢alismada, olusan renk degisimi 450 nm’de plate okuyucu ile ol¢lilmiistiir.
Cizilen standart egrisinden, serumlardaki FSH konsantrasyonlar1 tespit edildi.
Sonuglar, ng/ml cinsinden ifade edildi. Kullanilan kitin sensitivitesi 0.5 ng/ml idi. 0

ile 15.1 ng/ml arasinda degerler 6l¢iildii.

3.12. Istatistiksel Analiz

Viicut agirligi, uterus, ovaryum agirhigi ve primordiyal, primer, sekonder
folikiil, korpus luteum ve kist sayilar1 sayilari ile TUNEL ile boyanmis primordiyal,
primer, sekonder folikiil, korpus luteum ve kistteki apoptoz gdsteren hiicre sayilari
Kruskal-Wallis testi ile karsilastirildi. Gruplar arasinda ¢ikan farklarda hangi
gruplarin arasinda fark oldugunu anlamak iginde Mann-Whitney testi kullanildi.
Antral folikiil sayilar1 ve antral folikiildeki TUNEL ile boyanmis apoptoz gosteren
hiicrelerin sayis1 tek yonlii varyans analiz kullanilarak karsilastirildi. Gruplar
arasinda ¢ikan farklarda, hangi gruplar fark arasinda oldugunu anlamak i¢in TUKEY
testi kullanildi. AMH, kaspaz-3 ve AR yogunlugu c¢apraz tablo olusturularak ki-kare
(") ile degerlendirildi. Normal dagilm gosteren verilerin  Szetlenmesinde

ortalamatstandart sapma kullanildi. Normal dagilim gostermeyen verilerin
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Ozetlenmesinde median degerler (minimum;maksimum) kullanildi. P<0,05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Tiim testler ESOGU Tip Fakiiltesi
Biyoistatistik Anabilim Dalinda yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Agirhklar

Deney ve kontrol gruplarina ait deney basi1 agirlik (DBA), deney sonu agirlik
(DSA) ve viicut agirhg farki (VAF) bakimindan karsilagtirilmast Tablo 4.1°de
gosterilmistir. Bu bulgulara gore:

Deney ve kontrol gruplar1 arasinda DBA bakimindan fark yoktu (P>0,05).
Kontrol grubu ile deney gruplar1 arasinda DSA ve VAF bakimindan gruplar arasinda
fark vardi (P<0,05).

Deney ve kontrol gruplari DSA karsilagtirildiginda; vinilsikloheksen
diepoksid uygulanan (VCD) grup ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,001).
VCD grubunda kontrol grubuna gore DSA daha azdi. VCD grubu ile
dehidroepiandrosteron uygulanan grup (DH) arasinda fark vard: (P<0,01). VCD
grubunda DH grubuna gére DSA daha azdi. VDH uygulanan grup ile kontrol grubu
arasinda fark vardi (P<0,01). VDH grubunda kontrol grubuna gére DSA daha azdi.

Deney ve kontrol gruplar1 VAF agirliklan karsilastirildiginda; VCD grubu ile
kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,001). VCD grubunda kontrol grubuna gore
VAF daha azdi. VCD grubu ile DH arasinda fark vardi (P<0,001). VCD grubunda
DH grubuna goére VAF daha azdi. DH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi
(P<0,05). DH grubunda kontrol grubuna gore VAF daha azdi. VDH grubu ile kontrol
grubu arasinda fark vardi (P<0,001). VDH grubunda kontrol grubuna gére VAF daha

azdi.

Tablo 4.1. Viicut agirliklarinin deney ve kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.

Agirliklar(mg) | VCD DH VDH Kontrol P

DBA 51,25+7,44 53+5,869 52,77£7,546 | 52,5+£7,168 | P>0,05
DSA 155+5,345 169+7,378 162+10,929 | 177+8,232 P<0,001
VAF 103,75+5,175 | 116+6,992 109,44+5,27 | 124,5+£5,986 | P<0,001

(DBA: Deney basi viicut agirligi, DSA: Deney sonu viicut agirhig, VAF: Viicut
agirhig farki)




57

Deney ve kontrol gruplarina ait sag ovaryum, sol ovaryum, uterus ve toplam
ovaryum agirliklarinin karsilagtirilmasit Tablo 4.2°de gosterilmistir. Bu bulgulara
gore:

Deney ve kontrol gruplar1 arasinda sol ovaryum agirligi, sag ovaryum
agirhig, uterus agirliklart ve toplam ovaryum agirliklart bakimindan gruplar arasinda
fark vardi (P<0.05).

Deney ve kontrol gruplar1 sol ovaryum agirliklar1 karsilastirildiginda; VCD
grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,001). VCD grubunda kontrol
grubuna gore sol ovaryum agirlig1 daha azdi. VCD grubu ile DH grubu arasinda fark
vardi (P<0,001). VCD grubunda DH grubuna gore sol ovaryum agirligr daha azdu.
VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,01). VDH grubunda kontrol
grubuna gore sol ovaryum agirhigi daha azdi.

Deney ve kontrol gruplart sag ovaryum agirliklart karsilastirildiginda; VCD
grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,01). VCD grubunda kontrol grubuna
gore sag ovaryum agirligi daha azdi. VCD grubu ile DH grubu arasinda fark vardi
(P<0,05). VCD grubunda DH grubuna gore sag ovaryum agirligi daha azdi. VCD
grubu ile VDH grubu arasinda fark vardi (P<0,05). VCD grubunda VDH grubuna
gore sag ovaryum agirligi daha azdi.

Deney ve kontrol gruplar uterus agirliklar1 karsilastirildiginda; VCD grubu
ile DH grubu arasinda fark vardi (P<0,001). VCD grubunda DH grubuna gore uterus
agirligi daha azdi. VCD grubu ile VDH grubu arasinda fark vardi (P<0,01). VCD
grubunda VDH grubuna gore uterus agirligi daha azdi. DH grubu ile kontrol grubu
arasinda fark vardi (P<0,001). DH grubunda kontrol grubuna gore uterus agirligi
daha fazlaydi. VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,001). VDH
grubunda kontrol grubuna gore uterus agirligi daha fazlaydi.

Deney ve kontrol gruplart toplam ovaryum agirliklart  bakimindan
birbirleriyle karsilagtirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi
(P<0,001). VCD grubunda kontrol grubuna gore toplam ovaryum agirligi daha azd.
VCD grubu ile DH grubu arasinda fark vardi (P<0,01). VCD grubunda DH grubuna
gore toplam ovaryum agirligi daha azdi. VCD grubu ile VDH grubu arasinda fark
vardi (P<0,05). VCD grubunda VDH grubuna gdre toplam ovaryum agirligi daha

azdi.



58

Tablo 4.2. Deneklerin sag ovaryum, sol ovaryum, uterus ve toplam ovaryum

agirliklarinin deney ve kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.

Agirliklar(mg) | VCD DH VDH Kontrol P

Sol ovaryum | 0,0376+0,007 | 0,061+0,016 | 0,0518+0,014 | 0,074+0,015 | P<0,001

Sag ovaryum | 0,0463+0,011 | 0,0668+0,021 | 0,069+0,011 | 0,074+0,013 | P<0,05

Uterus 0,18+0,047 0,345+0,084 | 0,281+0,057 | 0,15+0,034 | P<0,001

Toplam 0,083+0,015 |0,128+0,033 |0,121+0,021 |0,148+0,026 |P<0,001

ovaryum agirhigi

4.2. Folikiil Sayilar: ve Yiizdeleri

4.2.1. Folikiil Sayilar

Deney ve kontrol gruplarina ait toplam primordiyal folikiil sayisi, normal
primordiyal folikiil sayis1 ve atretik primordiyal folikiil sayisinin karsilastirilmasi
Tablo 4.3°de gosterilmistir. Bu bulgulara gore:

Deney ve kontrol gruplar1 arasinda; toplam primordiyal folikiil sayisi
bakimindan gruplar arasinda fark vardi (P<0.001). Normal primordiyal folikiil sayis1
bakimindan gruplar arasinda fark vardi (P<0.001). Atretik primordiyal folikiil sayis1
bakimindan gruplar arasinda fark yoktu (P>0.05).

Deney ve kontrol gruplari arasinda, toplam primordiyal folikiil sayilari
karsilastirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,001).
VCD grubunda kontrol grubuna goére toplam primordiyal folikiil sayis1 daha azdi.
VCD grubu ile DH grubu arasinda fark vardi (P<0,001). VCD grubunda DH grubuna
gore toplam primordiyal folikiil sayist daha azdi. VCD grubu ile VDH grubu
arasinda fark vardi (P<0,05). VCD grubunda VDH grubuna gore toplam primordiyal
follikiil sayis1 daha azdi. DH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,05).
DH grubunda toplam primordiyal folikiil sayist kontrol grubundan daha fazlaydi. DH
grubu ile VDH grubu arasinda fark vardi (P<0,01). DH grubunda toplam primordiyal
folikiil say1s1 VDH grubundan daha fazlayda.

Deney ve kontrol gruplari arasinda, normal primordiyal folikiil sayilar
karsilagtirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,001).

VCD grubunda kontrol grubuna goére normal primordiyal folikiil sayist daha azdi.
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VCD grubu ile DH grubu arasinda fark vardi (P<0,001). VCD grubunda DH grubuna
gore normal primordiyal follikiil sayisi daha azdi. VCD grubu ile VDH grubu
arasinda fark vardi (P<0,05). VCD grubunda VDH grubuna gore normal primordiyal
folikiil sayis1 daha azdi. DH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,05). DH
grubunda normal primordiyal folikiil sayis1 kontrol grubundan daha fazlaydi. DH
grubu ile VDH grubu arasinda fark vardi (P<0,001). DH grubunda normal
primordiyal folikiil sayis1t VDH grubundan daha fazlaydi. VDH grubu ile kontrol
grubu arasinda fark vardi (P<0,01). VDH grubunda normal primordiyal folikiil sayis1

kontrol grubundan daha azdu.

Tablo 4.3. Deneklere ait toplam primordiyal folikiil sayisi, normal primordiyal
folikiil sayis1 ve atretik primordiyal folikiil sayilarinin deney ve kontrol

gruplarina gore degerlendirilmesi.

Folikiiller VCD DH VDH Kontrol P
Toplam 1,75+0,70 16,85+6,71 5,5+3,98 8,66+3,46 P<0,001
primordial

Normal 0,25+0,46 14,71+£6,31 2,33+1,86 7,55+3,04 P<0,001
primordial

Atretik 1,5+0,75 2,14+1,21 3,16+2,22 1,11+0,60 P>0,05
primordial

Deney ve kontrol gruplaria ait toplam primer folikiil sayisi, normal primer
folikiil sayis1 ve atretik primer folikiil sayisinin karsilastirilmasi Tablo 4.4’de
gosterilmistir. Bu bulgulara gore:

Deney ve kontrol gruplari arasinda; toplam primer folikiil sayis1 bakimindan
gruplar arasinda fark yoktu (P>0.05). Normal primer folikiil sayis1 bakimindan
gruplar arasinda fark vardi (P<0.001). Atretik primer folikiil sayis1 bakimindan
gruplar arasinda fark vardi (P<0.001).

Deney ve kontrol gruplarinda, normal primer folikiil sayilar
karsilagtirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,001).
VCD grubunda normal primer folikiil sayis1 kontrol grubuna gore daha azdi. VCD ile
DH grubu arasinda fark vardi (P<0,01). VCD grubunda normal primer folikiil sayisi
DH grubuna gore daha azdi. VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi
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(P<0,001). VDH grubunda normal primer folikiil sayis1 kontrol grubuna gore daha
azdu.

Deney ve kontrol gruplarinda, atretik primer folikiil sayilari
karsilastirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,001).
VCD grubunda atretik primer folikiil sayis1 kontrol grubuna goére daha fazlaydi. VCD
ile DH grubu arasinda fark vardi (P<0,05). VCD grubunda atretik primer folikiil
sayist DH grubuna gore daha fazlaydi. DH grubu ile kontrol grubu arasinda fark
vardi (P<0,05). DH grubunda atretik primer folikiil sayis1 kontrol grubuna gore daha
fazlaydi. VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,05). VDH grubunda

atretik primer folikiil sayis1 kontrol grubuna gore daha fazlaydi.

Tablo 4.4. Deneklere ait toplam primer folikiil sayisi, normal primer folikiil sayis1 ve

atretik primer folikiil sayilarinin deney ve kontrol gruplarina gore

degerlendirilmesi.

Folikiiller VCD DH VDH Kontrol P
Toplam 6,75+2,86 9,42+5,25 6,83+3,81 8,11+1,9 P>0,05
primer

Normal 1,75+1,48 6,2843,86 2,66+1,63 6,88+1,36 P<0,001
primer

Atretik 5+1,51 3,14+1,46 4,16+2,22 1,22+0,66 P<0,001
primer

Deney ve kontrol gruplarina ait toplam sekonder folikiil sayisi, toplam antral
folikiil sayisi, korpus luteum sayilart ve folikiil kisti sayilarinin karsilagtirilmasi
Tablo 4.5°de gosterilmistir. Bu bulgulara gore:

Deney ve kontrol gruplar arasinda toplam sekonder folikiil sayisi, toplam
antral folikiil sayisi, korpus luteum sayis1 ve folikiil kisti sayilar1 bakimindan gruplar
arasinda fark vardi (p<0.001).

Deney ve kontrol gruplart sekonder folikiil sayilar1 bakimindan birbirleriyle
karsilagtirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vard:r (P<0,001).
VCD grubunda sekonder folikiil sayisi kontrol grubuna gore daha azdi. VCD grubu
ile DH grubu arasinda fark vardi (P<0,001). VCD grubunda sekonder folikiil sayisi
DH grubuna gore daha azdi. VCD grubu ile VDH grubu arasinda fark vardi
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(P<0,01). VCD grubunda sekonder folikiil sayis1 VDH grubuna gore daha azdi. VDH
grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,001). VDH grubunda sekonder
folikiil sayis1 kontrol grubuna gore daha azdi. VDH grubu ile DH grubu arasinda fark
vard1 (P<0,05). VDH grubunda sekonder folikiil sayis1t DH grubuna gore daha azdi.

Deney ve kontrol gruplari antral folikiil sayilar1 bakimindan birbirleriyle
karsilastirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,001).
VCD grubunda antral folikiil sayis1 kontrol grubuna gére daha azdi. VCD grubu ile
DH grubu arasinda fark vardi (P<0,001). VCD grubunda antral folikiil sayis1 DH
grubuna gore daha azdi. VCD grubu ile VDH grubu arasinda fark vardi (P<0,01).
VCD grubunda antral folikiil sayis1t VDH grubuna gore daha azdi. VDH grubu ile
kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,01). VDH grubunda antral folikiil sayis1
kontrol grubuna gore daha azdi. DH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi
(P<0,05). DH grubunda antral folikiil sayis1 DH grubuna gore daha azd.

Deney ve kontrol gruplart korpus luteum sayilar1 bakimindan birbirleriyle
karsilastirildiginda; VCD grubu ile DH grubu arasinda fark vardi (P<0,001). VCD
grubunda korpus luteum sayis1t DH grubuna goére daha fazlaydi. VCD grubu ile VDH
grubu arasinda fark vardi (P<0,001). VCD grubunda korpus luteum sayis1 VDH
grubuna gore daha fazlaydi. VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi
(P<0,001). VDH grubunda korpus luteum sayist kontrol grubuna gore daha azdi. DH
grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,001). DH grubunda korpus luteum
sayis1 DH grubuna gore daha azdi.

Deney ve kontrol gruplart folikiil kisti sayilar1 bakimindan birbirleriyle
karsilagtirildiginda; VCD grubu ile DH grubu arasinda fark vardi (P<0,05). VCD
grubunda folikiil kisti sayis1 DH grubuna gore daha azdi. VDH grubu ile kontrol
grubu arasinda fark vardi (P<0,01). VDH grubunda folikiil kisti sayis1 kontrol
grubuna gore daha fazlaydi. DH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi

(P<0,001). DH grubunda folikiil kisti sayis1 kontrol grubuna gore daha fazlaydi.
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Tablo 4.5. Dencklere ait toplam sekonder ve toplam antral folikiil ile korpus luteum ve

folikiil  kisti  sayilarmin  deney ve kontrol gruplarmma  gore
degerlendirilmesi.
Folikiiller VCD DH VDH Kontrol P
Sekonder 1,12+0,35 8+3,82 3,33+1,36 10,66+3,35 P<0,001
Antral 0,87+1,12 5+1,82 3,834+2,4 8,33+3,87 P<0,001
Korpus 4,87+2,23 1,57+0,97 1,5+0,83 4,88+1,05 P<0,001
luteum
Kist 3,37+1,99 6,42+2 .87 5,16+0,98 1,66+1,41 P<0,001

4.2.2. Folikiil Yiizdeleri

Deney ve kontrol gruplarina ait normal primordiyal folikil, atretik
primordiyal folikiil, normal primer folikiil ve atretik primer folikiillerin ylizdelerinin
karsilastirilmas1 Tablo 4.6°da gdsterilmistir. Bu bulgulara gore:

Deney ve kontrol gruplari arasinda, normal primordiyal folikiil, atretik
primordiyal folikiil, normal primer folikiil ve atretik primer folikiillerin yiizdeleri
bakimindan gruplar arasinda fark vardi (P<0.001).
folikiil
karsilastirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,001).

Deney ve kontrol gruplart normal primordiyal yiizdeleri
VCD grubunda normal primordiyal folikiil yiizdesi kontrol grubundan daha azdi.
VCD grubu DH grubu arasinda fark vardi (P<0,001). VCD grubunda normal
primordiyal folikiil ylizdesi DH grubundan daha azdi. VCD grubu ile VDH gruplari
arasinda fark vardi (P<0,05). VCD grubunda normal primordiyal folikiil ylizdesi
VDH grubundan daha azdi. VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi
(P<0,001). VDH grubunda normal primordiyal folikiil yiizdesi kontrol grubundan
daha azdi. VDH grubu ile DH grubu arasinda fark vardi (P<0,001). VDH grubunda
normal primordiyal folikiil ylizdesi DH grubundan daha azdi.

folikiil

karsilagtirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,001).

Deney ve kontrol gruplart atretik primordiyal yiizdeleri
VCD grubunda atretik primordiyal folikiil yiizdesi kontrol grubundan daha fazlayd.
VCD grubu DH grubu arasinda fark vardi (P<0,001). VCD grubunda atretik
primordiyal folikiil yiizdesi DH grubundan daha fazlaydi. VCD grubu ile VDH

gruplart arasinda fark vardi (P<0,05). VCD grubunda atretik primordiyal folikiil
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yiizdesi VDH grubundan daha fazlaydi. VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark
vardi (P<0,001). VDH grubunda atretik primordiyal folikiil yilizdesi kontrol
grubundan daha fazlaydi. VDH grubu ile DH grubu arasinda fark vardi (P<0,001).
VDH grubunda atretik primordiyal folikiil ylizdesi DH grubundan daha fazlayda.

Deney ve kontrol gruplar1 normal primer folikiil ylizdeleri karsilastirildiginda;
VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,001). VCD grubunda normal
primer folikiil ylizdesi kontrol grubundan daha azdi. VCD grubu DH grubu arasinda
fark vardi (P<0,001). VCD grubunda normal primer folikiil ylizdesi DH grubundan
daha azdi. DH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,01). DH grubunda
normal primer folikiil yilizdesi kontrol grubundan daha azdi. DH grubu ile VDH
grubu arasinda fark vardi (P<0,001). DH grubunda normal primer folikiil ylizdesi
VDH grubundan daha fazlaydi. VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi
(P<0,001). VDH grubunda normal primer folikiil yiizdesi kontrol grubundan daha
azdu.

Deney ve kontrol gruplari atretik primer folikiil ylizdeleri karsilastirildiginda;
VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,001). VCD grubunda atretik
primer folikiil ylizdesi kontrol grubundan daha fazlaydi. VCD grubu DH grubu
arasinda fark vardi (P<0,01). VCD grubunda atretik primer folikiil yiizdesi DH
grubundan daha fazlaydi. DH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,01).
DH grubunda atretik primer folikiil yiizdesi kontrol grubundan daha fazlaydi. DH
grubu ile VDH grubu arasinda fark vardi (P<0,001). DH grubunda atretik primer
folikiil yiizdesi VDH grubundan daha azdi. VDH grubu ile kontrol grubu arasinda
fark vardi (P<0,001). VDH grubunda atretik primer folikiil yilizdesi kontrol
grubundan daha fazlaydi.
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Tablo 4.6. Deneklere ait normal ve atretik primordiyal ve primer folikiil yiizdelerinin

deney ve kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.

Folikiil VCD DH VDH Kontrol P
Yiizdeleri

%

Normal 12,5+23,14 | 86,48+7,6 39,25+19,62 | 87,46+6,47 | P<0,001
primordial %

Atretik 87,5+23,14 13,52+7,6 60,75+19,62 | 12,54+6,47 | P<0,001
primordial %

Normal 20,81+15,13 | 65,26+5,45 | 33,88+17,43 | 85,84+6,69 | P<0,001
primer%

Atretik 79,19+15,13 | 34,74+5,45 | 66,22+17,43 | 14,16+6,69 | P<0,001
primer%

4.3. Folikiil Caplan

Deney ve kontrol gruplarina ait primordiyal ve primer folikiillerin ¢aplarinin

karsilastirilmas: Tablo 4.7°de gosterilmistir. Bu bulgulara gore:

Deney ve kontrol gruplart arasinda, primordiyal folikiil ¢aplar1 arasinda fark

yoktu (P>0,05). Primer folikiil ¢caplari arasinda fark yoktu (P>0,05).

Tablo 4.7: Deneklere ait primordiyal ve primer folikiillerin ¢aplarinin deney ve

kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.

Folikiil VCD DH VDH Kontrol P
Caplar1 (um)

Primordial FC | 35,56+2,36 | 36,44+2,82 38,07+4,81 39,17+3,36 P>0,05
Primer FC 67,89+£5,94 | 65,41+£14,68 57,10+3,32 63,69+10,03 P>0,05
(FC: Folikiil cap1)

Deney ve kontrol gruplarina ait sekonder folikiil ¢aplari, antral folikiil capz,

Tablo 4.8°de gosterilmistir. Bu bulgulara gore:
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Deney ve kontrol gruplart arasinda sekonder folikiil ¢aplari bakimindan
gruplar arasinda fark yoktu (P>0,05). Antral folikiil ¢aplar1 bakimindan gruplar
arasinda fark yoktu (P>0,05).

Tablo 4.8. Deneklere ait sekonder ve antral folikiil ¢aplarinin, teka ve graniiloza

tabaka kalinliginin deney ve kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.

Folikil | VCD DH VDH Kontrol P

Caplari
(um)

Sekonder | 340,66+108,28 | 316,49+63,41 311,95+£102,37 | 338,40+108,82 | P>0,05
FC

Antral 967,01+293,99 | 1013,39+179,45 | 1112,03+266,98 | 805,18+165,42 | P>0,05
FC

(FC: folikiil ¢ap1)

4.4. TUNEL Bulgular

Deney ve kontrol gruplarina ait TUNEL (+) hiicre sayilarinin karsilastirilmasi
Tablo 4.9°da gosterilmistir. Bu bulgulara gore:

Deney ve kontrol gruplari arasinda primordiyal folikiil, sekonder folikiil,
antral folikiil, korpus luteum ve folikiil kistlerdeki TUNEL (+) hiicre sayisi
bakimindan birbirleri ile karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli diizeyde bir
fark yoktu (P>0,05). Primer folikiillerde TUNEL (+) hiicre sayis1 bakimindan fark
vardi (P<0,05).

Deney ve kontrol gruplar ait primer folikiillerde TUNEL (+) hiicre sayis1
karsilastirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,01). VCD
grubu primer folikiillerde TUNEL (+) hiicre sayis1 kontrol grubundan daha fazlaydi.
VCD grubu ile DH grubu arasinda fark yoktu (P>0,05). VCD grubu ile VDH grubu
arasinda fark vardi (P<0,05). VCD grubu primer folikiillerde TUNEL (+) hiicre
sayist VDH grubundan daha fazlaydi. DH grubu ile kontrol grubu arasinda fark
yoktu (P>0,05). DH grubu ile VDH grubu arasinda fark yoktu (P>0,05). VDH grubu
ile kontrol grubu arasinda fark yoktu (P>0,05).
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Tablo 4.9. Deneklere ait TUNEL (+) hiicre sayilarinin deney ve kontrol gruplarina gore

degerlendirilmesi.

VCD DH VDH Kontrol P

Med(min;max) | Med(min;max) | Med(min;max) | Med(min;max)
Primordial | 0 (0;10) 0 (0:0) 0 (0:3) 0(0;2) P>0,05
Primer 12 (2;25) 6 (0;10) 2 (0;6) 0 (0;5) P<0,05
Sekonder | 0 (0;54) 12,5 (2;27) 19 (10;64) 14,5 (2;35) P>0,05
Antral 25 (0;94) 54 (28;152) 20,5 (0;76) 38 (5; 118) P>0,05
Korpus 0 (0;0) 0 (0;0) 0(0:43) 0 (0;15) P>0,05
Kist 0 (0;1) 0 (0;0) 0 (0;10) 0 (0;5) P>0,05
4.5. Kaspaz 3 Bulgulan

Primordiyal folikiil, primer folikiil, sekonder folikiil graniiloza tabakasi,

sekonder folikiil teka tabakasinda, antral folikiil graniiloza tabakasinda, korpus

luteum ve stromada kaspaz 3 yogunlugu immiinohistokimyasal olarak ortaya konmus

ve sonugclar1 birlikte degerlendirilmistir. Bu bulgulara gore:

Deney ve kontrol gruplarinin primordiyal folikiil graniiloza hiicrelerinin kaspaz

3 boyanmasinin karsilastirilmasi sekil 4.1 de gosterildi. Kaspaz-3 boyanma

yogunlugu bakimindan gruplar arasinda fark yoktu (y*=7,480; SD=3; P>0,05)
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6,
5,
4,
Folikiil sayisi 3 mo
m
2] m2
14
VCD DH VDH

Kontrol

Gruplar

(0=Boyanma yok, 1=Hafif boyanma, 2=Kuvvetli boyanma)

Sekil 4.1. Deneklere ait primordiyal folikiil graniiloza hiicrelerinin kaspaz 3
boyanma yogunlugunun deney ve kontrol gruplarmma gore
degerlendirilmesi.

Deney ve kontrol gruplarmin primer folikiil graniiloza hiicrelerinin kaspaz-3
boyanma yogunlugunun karsilastirilmast sekil 4.2° de gosterildi. Kaspaz-3 boyanma

yogunlugu bakimindan gruplar arasinda fark yoktu (x*=7,537; SD=6; P>0,05).

6,
5,
44
Folikiil sayisi 3- mo
o1
2] m2
1,
0 ‘ ‘ ;
VCD DH VDH Kontrol
Gruplar

(0=Boyanma yok, 1=Hafif boyanma, 2=Kuvvetli boyanma)
Sekil 4.2. Deneklere ait primer folikiil graniiloza hiicrelerinin kaspaz 3 boyanma

yogunlugunun deney ve kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.
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Deney ve kontrol gruplarinin sekonder folikiil graniiloza hiicrelerinde kaspaz-

3 boyanmasimin karsilastirilmasi sekil 4.3°de gosterilmistir. Kaspaz-3 boyanma

yogunlugu bakimindan gruplar arasinda fark vardi (x*=15,268; SD=6; P<0,05).
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41

3,51

34

Folikiil sayisi 2,5
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1,51

14
0,54

mo0
o1
m2

X

VCD

D

H VDH

Gruplar

Kontrol

(0=Boyanma yok, 1=Hafif boyanma, 2=Kuvvetli boyanma)

Sekil 4.3. Deneklere ait sekonder folikiil graniiloza hiicrelerinin kaspaz 3 boyanma

yogunlugunun ¢alisma ve kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.

Deney ve kontrol gruplarimin sekonder folikiil teka tabakasinda kaspaz-3

boyanma yogunlugunun karsilastirilmast sekil 4.4°de gosterildi. Kaspaz-3 boyanma

yogunlugu bakimindan gruplar arasinda fark vardi (x*=7,883; SD=3; P<0,05).
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Sekil 4.4. Deneklere ait sekonder folikiil teka tabakasi kaspaz 3 boyanma

yogunlugunun calisma ve kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.

Deney ve kontrol gruplarinin antral folikiil graniiloza hiicrelerinde kaspaz-3

boyanmasinin karsilagtirilmasi sekil 4.5’de gosterildi. Kaspaz-3 boyanma yogunlugu

bakimindan gruplar arasinda fark yoktu (y*=10,372; SD=6; P>0,05).
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(0=Boyanma yok, 1=Hafif boyanma, 2=Kuvvetli boyanma)

Sekil 4.5. Deneklere ait antral folikiil graniiloza tabakasi kaspaz 3 boyanma

yogunlugunun deney ve kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.
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Deney ve kontrol gruplarinin korpus luteumlarinda kaspaz-3 boyanmasinin
karsilastirilmas: sekil 4.6’da gosterildi. Kaspaz-3 boyanma yogunlugu bakimindan
gruplar arasinda fark yoktu (x*=6,859; SD=6; P>0,05).

4-
3,51

34
2,51

Korpus luteum
sayisi

1,51

0,5+

VCD DH VDH Kontrol
Gruplar

(0=Boyanma yok, 1=Hafif boyanma, 2=Kuvvetli boyanma)

Sekil 4.6. Deneklere ait korpus luteumlarda kaspaz 3 boyanma yogunlugunun deney

ve kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.

Deney ve kontrol gruplart ovaryum stromasinda kaspaz-3 boyanmasinin
karsilastirilmas1  Sekil 4.7°de gosterilmistir. Kaspaz-3 boyanma yogunlugu
bakimindan gruplar arasinda fark vard (y’=26,857; SD=6; P<0,001).
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(0=Boyanma yok, 1=Hafif boyanma, 2=Kuvvetli boyanma)

Sekil 4.7. Deneklere ait ovaryum stromasinda kaspaz 3 boyanma yogunlugunun

deney ve kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.

4.6. Androjen Reseptor Bulgular

Primordiyal, primer, sekonder, antral, kistik folikiiller ve korpus luteum ile
stromada androjen reseptorii (AR) yogunlugu immiinohistokimyasal olarak ortaya
konmus ve sonuglari birlikte degerlendirilmistir. Bu bulgulara gore:

Deney ve kontrol gruplari primordiyal folikiili AR boyanmasinin
karsilastirilmasi sekil 4.8°de gosterildi. AR boyanma yogunlugu bakimindan gruplar
arasinda fark vardi (X2=20,800; SD=9; P<0,01).
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Sekil 4.8. Deneklere ait primordiyal folikiil AR boyanma yogunlugunun deney ve

kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.

Deney ve kontrol gruplar1 primer folikiil AR boyanmasinin karsilagtirilmasi
sekil 4.9’da gosterildi. AR boyanma yogunlugu bakimindan gruplar arasinda fark
vardi (X*=16,686; SD=9; P<0,05).
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Sekil 4.9. Deneklere ait primer folikiil AR boyanma yogunlugunun deney ve kontrol
gruplarina gore degerlendirilmesi.
Deney ve kontrol gruplarinin sekonder folikiii AR boyanmasinin
karsilastirilmas1 sekil 4.10°da gosterilmistir. AR boyanma yogunlugu bakimindan
gruplar arasinda fark vardi (x’=19,200; SD=9; P<0,01).
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Sekil 4.10. Deneklere ait sekonder folikiil AR boyanma yogunlugunun deney ve
kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.

Deney ve kontrol gruplarinda antral folikil AR boyanmasinin
karsilastirilmas: sekil 4.11°de gosterilmistir. AR boyanma yogunlugu bakimindan
gruplar arasinda fark yoktu (x*=14,800; SD=9; P>0,05).
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Sekil 4.11. Deneklere ait antral folikiil AR boyanma yogunlugunun deney ve kontrol
gruplarina gore degerlendirilmesi.
Deney ve kontrol gruplarinin ovaryum stromasinda AR boyanmasinin
birbirleri ile karsilastirilmasi sekil 4.12° de gosterilmistir. AR boyanma yogunlugu
bakimindan gruplar arasinda fark vardi (y*=13,556; SD=6; P<0,05).
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Sekil 4.12. Deneklere ait ovaryum stromasinda AR boyanma yogunlugunun deney ve
kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.
Deney ve kontrol gruplar1 arasinda korpus luteumlarin AR boyanmasinin
birbirleri ile karsilagtirilmasi sekil 4.13’de gosterildi. AR boyanma yogunlugu
bakimindan gruplar arasinda fark vardi (y*=17,697; SD=9; P<0,05).
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Sekil 4.13. Deneklere ait korpus luteumlarda AR boyanma yogunlugunun deney ve

kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.

4.7. Antimiillerian Hormon Bulgular
Sigan ovaryumlarindaki primordiyal, primer, sekonder ve antral folikiiller ile
korpus  luteum ve stromal hiicrelerinden salgillanan AMH  miktar
immiinohistokimyasal olarak ortaya konmus ve sonuglar1 birlikte degerlendirilmistir.
Deney ve kontrol gruplarimin primordiyal folikiillerindeki AMH
boyanmasinin karsilastirilmasi sekil 4.14°de gosterildi. AMH boyanma yogunlugu
bakimindan gruplar arasinda fark yoktu. (x*=7,600 SD=6 P>0,05)
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Sekil 4.14. Deneklere ait primordiyal folikiil AMH boyanma yogunlugunun deney ve
kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.
Deney ve kontrol gruplarinin primer folikiillerindeki AMH boyanmasinin
karsilastirilmas: sekil 4.15°de gosterildi. AMH boyanma yogunlugu bakimindan
gruplar arasinda fark yoktu (X*=14,524 SD=9 P>0,05).
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Sekil 4.15. Deneklere ait primer folikil AMH boyanma yogunlugunun deney ve

kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.
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Deney ve kontrol gruplarinin sekonder folikiillerindeki AMH boyanmasinin
kargilastirilmas: sekil 4.16°da gosterildi. AMH boyanma yogunlugu bakimindan
gruplar arasinda fark yoktu (X2=10,767 SD=9 P>0,05).
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Sekil 4.16. Deneklere ait sekonder folikil AMH boyanma yogunlugunun deney ve

kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.

Deney ve kontrol gruplarmin antral folikiillerindeki AMH boyanmasinin
karsilastirilmas1 sekil 4.17°de gosterildi. AMH boyanma yogunlugu bakimindan
gruplar arasinda fark yoktu (y’=7,653 SD=6 P>0,05)
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Sekil 4.17. Deneklere ait antral folikil AMH boyanma yogunlugunun deney ve
kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.
Deney ve kontrol gruplarinda korpus luteumlarin AMH boyanmasinin
karsilastirilmas: sekil 4.18’de gosterildi. AMH boyanma yogunlugu bakimindan
gruplar arasinda fark yoktu (x*=6,571 SD=6 P>0,05).
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Sekil 4.18. Deneklere ait korpus luteumlarin AMH boyanma yogunlugunun deney ve

kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.
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4.8. Histolojik Degerlendirme

4.8.1. Hemotoksilin ve Eozin Bulgular:

Arastirmamizin kontrol gruplarina ait ovaryumdan elde edilen ve H&E ile
boyanmis kesitleri inceledigimizde, organlarin yiizeyinin tek katli kiibik epitel
ozelligindeki germinal epitel ile kapli oldugu, epitelin altinda ise fibréz bag dokusu
lifleri ve hiicrelerinden olusan kalin tunika albuginea tabakasi oldugu goriildii.
Tunika albuginea altinda ise ¢esitli say1 ve tipte folikiillerin (primordiyal, primer,
sekonder antral) oldugu korteks ile kan damarindan zengin medulla gozlendi.
Folikiillerin arasinda stromada yer alan hiicreler oval sekilli, biiyiik niikleuslu ve
sitoplazmalar1 bazofilik olup gruplar halinde idi. Folikiillerin etrafinda ayrica diiz kas
demetleri ve bag dokusu lifleri goriildii. Kortekste damar kesitlerine az sayida
rastlandi (Sekil 4.19).

Ovaryum korteksinde folikiillerin ¢evresinde hiicreden zengin bag dokusu
yapisinda stroma gozlendi. Korteksin tunika albugineaya yakin boliimiinde ayrica
cok sayida primordiyal folikiiller dikkati ¢ekti. Primordiyal folikiillerde igte oosit ve
oositin gevresinde tek katli yassi graniiloza hiicreleri yer almisti. (sekil 4.21) Oosit
biiyiilk Okromatik bir niikleusa sahip olup niikleolusu belirgindi. Primordiyal
folikiiller yan1 sira, bir oosit ve ¢evresinde tek katl kiibik sekilli graniiloza hiicreleri
bulunan folikiiller de bu bolgede gozlendi. Primer folikiiller primordiyal
folikiillerden ¢ap olarak biraz daha biiyiiktii. Oosit ile graniiloza hiicreleri arasinda
zona pellusida olusmaya baslamisti.(sekil 4.20)

Sekonder folikiillerde oositin etrafinda g¢ok katli epitel goriiniimiindeki
graniiloza hiicreleri ile oosit ve graniiloza hiicreleri arasinda zona pellusida belirgin
olarak gozlendi. Sekonder folikiillerde graniiloza hiicreleri disinda teka follikiilii
olugmaya baslamisti.(sekil 4.22)

Antral folikiillerde ¢ok tabakali graniiloza hiicreleri arasinda diizensiz
bosluklar vardi. Bazi antral folikiillerde bosluklar birleserek tek bir bosluk (antrum)
olusturmustu. Ayrica antrumun i¢ kisimlarma dogru oosit ve graniiloza hiicreleri
birlikte kiimiiliis ooforusu sekillendirmisti. Bu follikiillerde zona pellusida oldukca

belirgindi. Folikiilii distan saran teka folikiilii iki tabakali olarak gozlendi. (sekil
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4.23) Teka internada fibroblastlar, kii¢iik kas demetleri ve kan damarlar1 gorildii.
Teka eksternada ise diiz kas demetleri ile birlikte kollajen liflerde gozlendi.

Ovaryumun medullasinda kortekse gore daha az sayida hiicre olmasina karsin
damarlanmanin fazla oldugu goriildii. Medulladaki hiicrelerin niikleuslar1 merkezde
olup sitoplazmalar1 ise bazofilik boyanmisti. Ayrica bag dokusu hiicreleri de goriildii.
Bununla birlikte medulladaki lif ve kas demetleri de kortekse gore daha belirgin
olarak gozlendi.

VCD uygulanan grupta, ovaryumu distan saran epitelin tek kath kiibik ve
yassi hiicrelerden olustugu belirlendi. Germinal epitelin altinda tunika albuginea yer
almaktaydi.

Kortekste, primordiyal folikiillerin sayica azaldigi ve bazi kesitlerde hig
kalmadig1 gozlendi. Bir ka¢ adet goriilen primordiyal follikiillerin biiyiik
cogunlugunun dejenere oldugu gozlendi. Dejenere follikiilde yer alan oositte
kromatinin niikleus zarina yakin yogunlastifi ve oosit ile graniilosa hiicreleri
arasinda iliskinin bozuldugu goézlendi. Ayrica oositin g¢evresini saran graniiloza
hiicrelerinde, hiicre icerigi dagilmis olarak ve yan yiizeylerde yogun ayrilmalar ile
folikiiliin biitiinliigiiniin tamamen bozuldugu goézlendi. Normal primordiyal folikiiller
ise hi¢ gozlenmedi. (sekil 4.24)

Primer folikiiller kortekste ¢ok az sayida gozlendi. Atretik folikiillerde,
fragmente olmus oosit ve graniiloza hiicrelerinde apoptoza giren hiicre sayilarinin
arttig1 gozlendi. Ayrica graniiloza hiicrelerinin yan yiiz baglantilarinin bozuldugu
belirlendi.(sekil 4.25)

Sekonder ve antral folikiillerin sayis1 kontrol grubuna gére daha az sayida
oldugu goriildii. Bu folikiillerdeki oosit yapis1 normal olarak goriilmekle birlikte
graniiloza ve teka tabakalarindaki hiicreler arasinda apoptoza giren hiicreler vardi. Bu
hiicrelerin bazilarinda kromatin niikleus zarma yaki yogunlagsmigti. Ayrica hiicre
icerigi dagilmis halde ve komsu hiicreler ile yan yiiz baglantilarin bozuldugu
gozlendi.(sekil 4.25-30)

Korpus luteumda ise nadir olarak sekilleri ve siirlar1 diizensiz olan dejenere

hiicreler gozlendi. Korteksteki stromal hiicreler kontrol grubuna benzerdi.
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Ovaryum medullasinda kortekse gore biiyilk kan damarlar1 ve yogun lifler
goriildii. Medullada bulunan stromal hiicrelerde herhangi bir dejenerasyon
gbzlenmedi.

Dihidroepiandrosteron uygulanmis sicanlardan elde edilen H&E boyasi
uygulanan ovaryum kesitlerinin yapisal o6zellikler kontrol grubu ile benzerlik
gosterdi. Ovaryumun disinda tek katli kiibik germinal epitel ve altinda tunika
albuginea yer almaktaydi. Ancak yiizey epiteli yer yer yassi hiicrelerden olustugu
gorildii ve epitel altinda tunika albuginea icerisinde ve kortekste folikiil kistleri
vardi.(sekil 4.31)

Ovaryum korteksinde bulunan primordiyal, primer, sekonder ve antral
folikiillerin histolojik yapisi kontrol grubuyla benzerdi. Sekonder folikiiller ve
Ozellikle antral folikiillerde oositinin etrafin1 saran graniiloza hiicrelerinde apoptoz
goriildi. Ayrica teka tabakasinda ise kalinlagmalar goze carpti.(sekil 4.32-34)

DHEA uygulanan grubun ovaryum kesitlerinde korpus luteumun histolojik
yapist kontrol grubuna benzerdi. Ovaryum medullasinda kortekse gore daha biiyiik
kan damarlari ve lif yapilar1 goriildii. Medullada bulunan stromal hiicrelerde herhangi
bir dejenerasyon gozlenmedi.

VCD ile DHEA’ nin birlikte uygulandigi sicanlardan elde edilen
ovaryumlarin H&E ile boyanmis kesitleri incelendiginde, organi distan tek kath
kiibik ve yer yer tek kathi yassi germinal epitelin sardigt ve altinda tunika
albugineanin yer aldigi goézlendi. Kortekste ¢ok az sayida normal primordiyal
folikiiller gozlendi. Primer folikiillerin ise ¢ok sayida oldugu gozlendi. Sekonder ve
antral folikiillerin sayisininda kontrol grubuna yakin oldugu belirlendi. Saglikli
folikiiller normal yapidaydi. Bazi sekonder ve antral folikiillerin graniiloza
hiicrelerinde apoptoz goriildii. Korteksde ve tunika albugineada az sayida folikiil

kistleri vardi. (sekil 4.35-38)
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4.9. Immiinohistokimya Bulgular1

4.9.1. TUNEL Bulgular:

TUNEL metodu ile boyanmig ovaryum kesitlerinin kontrol
gruplarinda primordiyal ve primer folikiillerde TUNEL (+) boyanan hiicre
goriilmedi. Sekonder ve antral folikiillerde ise az sayida TUNEL (+) boyanan hiicre
belirlendi. Stromada ve teka tabakasinda ve korpus Iluteumlarda boyanma
goriilmedi.(sekil 4.39-40)

VCD grubunda ise az sayidaki primordiyal ve primer folikiillerde TUNEL (+)
boyanmis hiicreler goriildii. Sekonder ve antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde
kontrole gore artmis TUNEL (+) boyanma goriildii. Korteks stromasi ve teka
tabakalarinda TUNEL (+) hiicrelere rastlanmadi. (sekil 4.41-42)

DHEA grubunda, primordiyal ve primer folikiillerde TUNEL (+) boyanmis
hiicre goriilmedi. Sekonder ve antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde kontrol
grubuna benzer sekilde cok az sayida TUNEL (+) boyanma vardi. Stromada ve teka
tabakalarinda boyanma goriilmedi. (sekil 4.43)

VDH grubunda ise primordiyal folikiillerde TUNEL (+) boyanmis hiicre
goriilmemekle birlikte bazi primer folikiillerde az sayida boyanma gozlendi.
Sekonder ve antral folikiillerde TUNEL (+) boyanmis hiicre VCD grubuna gore daha
az olarak goriildii. Stromada ve teka tabakalarinda boyanma goriilmedi. Fakat bazi

korpus luteumlarda TUNEL (+) boyanmis hiicreler gézlendi.

4.9.2. Kaspaz-3 Bulgulan

Kaspaz-3 antikoru ile boyanmis ovaryum kesitlerinde, kontrol gruplarinda
primordiyal ve primer folikiillerde boyanma goriilmedi. Sekonder ve antral
folikiillerin graniiloza hiicrelerinde ise az miktarda boyanma goéze carpti. Stroma
hiicreleri ve teka tabakasinda kaspaz 3 antikoru ile boyanma goriilmedi. Ayrica bu
gruplardaki korpus luteumlarda da herhangi bir boyanma gozlenmedi. Bu gruptaki
folikiillerde yer alan oositlerde herhangi bir boyanma gozlenmedi. (sekil 4.44)

VCD grubunda, az sayidaki primordiyal ve primer folikiillerde yer yer hafif
boyanma gozlendi. Sekonder ve antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde orta

yogunlukta boyanma gézlendi. Bu grubun korpus luteumunda ve teka tabakasinda
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diger gruplara gore biraz daha yogun boyanma goriildii. Bu gruptaki folikiillerde yer
alan oositlerde herhangi bir boyanma gozlenmedi. (sekil 4.45-47)

DHEA grubunda, kontrol grubuna benzer sekilde, primordiyal ve primer
folikiiller boyanma goriilmedi. Sekonder ve antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde
orta yogunlukta, teka tabakasi ve stromada ise daha yogun olarak boyanma goriildii.
Korpus luteumda ise boyanma goriilmedi. Bu gruptaki folikiillerde yer alan
oositlerde herhangi bir boyanma gozlenmedi. (sekil 4.48-49)

VDH grubunda ise primordiyal ve primer folikiillerde boyanma yoktu.
Sekonder ve antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde az yogunlukta boyanma
goriildii. Bu grubun stromasi ve teka hiicrelerinde boyanma yogunlugunda artis
oldugu goze carpti. Korpus luteumda ise az yogunlukta boyanma goriildii. Bu
gruptaki folikiillerde yer alan oositlerde herhangi bir boyanma gozlenmedi. .(sekil

4.50-52)

4.9.3. Antimiillerian Hormon Bulgular

AMH antikoruyla boyanmis kontrol gruplarina ait ovaryum kesitlerinde,
primer, sekonder ve kiiciik capli antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde yogun
boyanma gozlendi. Bu gruplarin hepsinde benzer olarak primordiyal folikiillerde ve
biiyliik captaki antral folikiillerde boyanma goriilmedi. Kesitlerin, stroma, teka
tabakast ve korpus luteumlarinda boyanma gozlenmedi. Ayrica follikiillerin
oositlerinde de boyanma goriilmedi. (sekil 4.53)

VCD grubunda, primer, sekonder ve kiigiik ¢apli antral folikiillerde genel
olarak AMH (+)’ ligi zayifti. Primordiyal folikiillerde hi¢ boyanma gdriilmedi.
Ovaryumlarin stromasinda folikiillerin teka tabakasinda ve oositlerinde boyanma
gozlenmedi. (sekil 4.54)

DHEA grubunda, primer, sekonder ve kiiclik ¢capli antral folikiillerde genel
olarak AMH ile boyanma goriildii. Sekonder ve antral folikiillerin graniiloza
hiicrelerinde kontrol grubuna gére boyanma yogunlugunda azalma dikkat ¢ekti. Bu
grupta da primordiyal folikiillerde hi¢ boyanma goriilmedi. Kontrol grubuna benzer
sekilde ovaryum kesitlerinin stromasi, folikiillerin teka tabakasi ve oositlerde

boyanma goriilmedi. (sekil 4.55-56)
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VDH grubunda, kontrol grubuna benzer sekilde, AMH (+) hiicreler, primer,
sekonder ve kiiciik ¢apli antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde goézlendi. Bu
grupda primordiyal folikiillerde boyanma goriilmedi. Ayrica ovaryumlarin
stromasinda folikiillerin teka tabakasinda ve oositlerinde boyanma goriilmedi. (sekil

4.57-58)

4.9.4. Androjen Reseptorii Bulgular

AR antikoruyla boyanmis ovaryum kesitlerinde, kontrol gruplarinda, bazi
sekonder ve antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde yogun boyanma goriildii. Teka
hiicrelerinde ve stromada orta yogunlukta boyanma goriildii. Primordiyal ve primer
folikiillerde ise boyanma goriilmedi. Follikiillerin oositlerinde de boyanma
gozlenmedi. (sekil 4.59)

VCD grubunda primordiyal ve primer folikiillerde boyanma goriilmedi. Baz1
sekonder ve antral folikiillerde orta derecede boyanma dikkat ¢ekti. Stroma ve teka
tabakasinda orta yogunlukta boyanma vardi. (sekil 4.60)

DHEA grubunda primordiyal ve primer folikiillerde boyanma yoktu ancak
teka tabakasi ve stromada yogun boyanma gozlendi. AR antikoruyla boyanma
sekonder ve antral folikiillerde zayif, atretik folikiillerde kuvvetli olarak belirlendi.
(sekil 4.61-64)

VDH grubunda ise oldukca kuvvetli boyanmis hiicreler stroma ve teka
tabakasinda dikkat c¢ekiciydi. Primordiyal ve primer folikiillerde ise boyanma yoktu.
Ancak sekonder ve antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde orta yogunlukta

boyanma belirlendi. (sekil 4.65-70)

4.10. ELISA

Deney ve kontrol gruplarina ait serum FSH, E2, AMH ve inhibin diizeylerinin
karsilastirilmas1 Tablo 4.10°da gosterilmistir. Bu bulgulara gore;

Deney ve kontrol gruplar arasinda serum FSH diizeyleri birbirleri ile
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli diizeyde fark yoktu (P>0,05). Serum
FSH seviyelerine baktigimizda da tiim gruplar birbirlerine yakin degerlerde oldugu

goriildil.
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Deney ve kontrol gruplart arasinda serum E2 diizeyleri birbirleri ile
karsilagtirildiginda gruplar arasinda fark yoktu (P>0,05). Serum E2 seviyeleri
yoniinden VCD grubunda istatistiksel olarak fark olmamasina karsin diger gruplara
gore daha yiiksek miktarda goriildii.

Deney ve kontrol gruplari arasinda serum AMH diizeyleri birbirleri ile
karsilastirildiginda gruplar arasinda fark vardi (P<0,01). VCD grubu ile kontrol
grubu arasinda fark vardi (P<0,01). VCD grubunda serum AMH diizeyleri kontrol
grubundan daha azdi. VCD grubu ile DH grubu arasinda fark yoktu (P>0,05). VCD
grubu ile VDH grubu arasinda fark yoktu (P>0,05). DH grubu ile kontrol grubu
arasinda fark yoktu (P>0,05). DH grubu ile VDH grubu arasinda fark yoktu
(P>0,05). VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardi (P<0,05). VDH grubunda
serum AMH diizeyleri kontrol grubundan daha azdi.

Deney ve kontrol gruplari arasinda serum inhibin diizeyleri birbirleri ile
karsilastirildiginda gruplar arasinda fark vardi (P<0,05). VCD grubu ile kontrol
grubu arasinda fark vardi (P<0,01). VCD grubunda serum inhibin diizeyleri kontrol
grubundan daha azdi. VCD grubu ile DH grubu arasinda fark vardi (P<0,05). VCD
grubunda serum inhibin diizeyleri DH grubundan daha azdi. VCD grubu ile VDH
grubu arasinda fark vardi (P<0,05). VCD grubunda serum inhibin diizeyleri VDH
grubundan daha azdi.DH grubu ile kontrol grubu arasinda fark yoktu (P>0,05). DH
grubu ile VDH grubu arasinda fark yoktu (P>0,05). VDH grubu ile kontrol grubu
arasinda fark yoktu (P>0,05).

Tablo 4.10. Deney ve kontrol gruplarina ait serumdaki FSH, E2, AMH ve Inhibin

diizeylerinin karsilagtirilmasi

n=10 VCD DH VDH Kontrol P
Med(min;max) Med(min;max) | Med(min;max) Med(min;max)

FSH 0,33(0,16;0,84) 0,53(0,11;1,42) | 0,33(0,18;0,58) 0,26(0,19;15,1) P>0,05

E2 2581,6(1,62;2762,2) | 861(223;1518) | 661(269;1790) 749,5(193;2150) | P>0,05

AMH 0,04 (0;1,02) 0,75(0,36;1,38) | 0,3(0;0,87) 1,14(0,48;1,98) P<0,01

INHIBIN | 15,6(9,64; 51,4) 30,7(26,3;53) 28,7(26,8;37,8) 36(22,7;41,8) P<0,05




Sekil 4.19. Kontrol grubuna ait ovaryum kesiti. Gelisen folikiiller
gozlenmektedir. (V) antral folikiil, (kl) korpus luteum H&E,

Bar um

Sekil 4.20. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitlerinde (V) normal primer
folikiil gortiilmektedir. H&E, Bar 50 pm.
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Sekil 4.21. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde germinal epitel ve
altinda (ta) tunika albuginea (V) normal primordiyal folikiil
ve (st) stroma goriilmektedir. H&E, Bar 20 pm

Sekil 4.22. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitlerinde normal sekonder

folikiil.Oosit, (gh) graniiloza hiicreleri ile etrafinda olusmaya
baslayan (t) teka tabakasi gozlenmektedir. H&E, Bar 20 um



Sekil 4.23. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitlerinde normal antral
folikiil (gh) graniiloza hiicreleri ile (kl) korpus luteum
goriilmektedir. H&E, Bar 100 pm

Sekil.4.24. VCD grubuna ait siganlarin ovaryumuna ait kesitte genel

gorliniim. (kl) korpus luteumlar. H&E, Bar 200 um.
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Sekil 4.25. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde (V) dejenere olmus
primordiyal folikiil ile hiicre smurlar1 diizensizlesmis

graniiloza hiicreleri ve (=) dejenere oosit igeren primer
folikiil H&E, Bar 50um

Sekil 4.26. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde kortekste (\) dejenere

primordiyal folikiiller goriilmektedir. H&E, Bar 50um
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Sekil 4.27. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde (W) atreziye giden
primordiyal folikiil goriilmektedir. Primordiyal folikiilde
oositin nukleusundaki kromatinin nukleus zarina yakin
bolgelerde yogunlagtigi dikkat ¢ekmektedir. H&E, Bar
20pm

Sekil 4.28. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde (=) germinal epitel

altinda oosit grantiiloza iliskisinin kayboldugu, graniiloza
hiicrelerinin diizeninin bozuldugu (V) dejenere primer

follikiiller gozlenmektedir. H&E, Bar 50pum
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Sekil 4.29. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde (‘1’) atretik
primordiyal folikiiller goriilmektedir. H&E, Bar
50pm

Sekil 4.30. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde epitel altinda oositleri
dejenere (‘1‘) primordiyal follikiil ile oosit ve graniiloza

hiicreleri iligkisi tamamen bozulmus (=) primer folikiil

goriilmektedir. H&E, Bar 50um
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Sekil 4.31.DHEA grubuna ait ovaryum kesitinde, kontrol grubuna
benzer sekilde (=) germinal epitel ve altinda (ta) tunika
albuginea ile (kl) korpus luteum goriilmektedir. H&E, Bar
20 pm

Sekil 4.32. DHEA grubuna ait ovaryum kesitinde kortekste normal (‘1‘)
primordiyal folikiiller goriilmektedir. H&E, Bar 20 pm
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Sekil 4.33. DHEA grubuna ait ovaryum kesitinde (‘1‘) normal primer
folikiil. H&E, Bar 20um

Sekil 4.34. DHEA grubuna ait ovaryum kesitinde kortekste (‘1‘) kistik

folikiil H&E, Bar 50pum



Sekil 4.35.VDH grubuna ait ovaryum kesitinde (‘1‘) normal
primordiyal ~ folikiil ile oosit  sitoplazmasinda
eozinofilinin arttig1 dikkat ¢ceken ve dejenerasyona giden
(=) primordiyal folikiiller birarada goriilmektedir. H&E,
Bar 20pm

Sekil 4.36. VDH grubuna ait ovaryum kesitinde (=) normal primer

folikiil ve oosit sitoplazmasinda eozinofilinin artms
oldugu (‘1‘) primordiyal folikiil goriilmektedir. H&E,
Bar 50pm
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Sekil 4.37. VDH grubuna ait ovaryum kesitinde (‘1‘) normal primer
folikiil. H&E, Bar 20um

Sekil 4.38. VDH grubuna ait ovaryum kesitinde (‘1’) normal primordiyal

folikiiller H&E, Bar 20pm.
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Sekil 4.39.Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde epitel altinda (‘1‘) normal
primordiyal folikiiller, TUNEL, Bar 50pum

Sekil 4.40. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde antral folikiilde az sayida
TUNEL (+) olan (‘1‘) apoptoza giren hiicreler ve normal (s)
sekonder folikiil, TUNEL, Bar 100um
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Sekil 4.41. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde normal primer folikiiliin
graniiloza hiicrelerinde az sayida (‘1‘) TUNEL (+) olan

apoptoza giren hiicreler goriillmekte TUNEL, Bar 50pm

Sekil 4.42.VCD grubuna ait ovaryum kesitinde antral folikiilde (‘1’)

TUNEL (+) olan hiicreler TUNEL, Bar 100um
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Sekil 4.43. DHEA grubuna ait ovaryum kesitinde korpus luteumda az
sayida (‘1‘) TUNEL (+) olan hiicreler. TUNEL, Bar 50um
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Sekil 4.44.Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde normal sekonder
folikiil KASPAZ 3, Bar 50pum.
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Sekil 4.45. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde stromada ¢ok yogun (oklar)
kaspaz 3 (+) hiicreler KASPAZ 3, Bar 50pm

Sekil 4.46.VCD grubuna ait ovaryum kesitinde; atretik folikiilde (oklar)
kaspaz 3 (+) hiicre KASPAZ 3, Bar 50um.
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Sekil 4.47. VCD grubuna ait ovaryum kesitinde antral folikiilde antruma
yakin taraftaki graniiloza hiicrelerinde yogun ( oklar) kaspaz 3
(+) hiicreler. KASPAZ 3, Bar 50pm

Sekil 4.48.DHEA grubuna ait ovaryum kesitinde; antral folikiiliin

graniiloza hiicrelerinde az yogunlukta (oklar) kaspaz 3 (+)
hiicreler KASPAZ 3, Bar 50pum
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Sekil 4.49. DHEA grubuna ait over kesitinde normal antral follikiil KASPAZ
3, Bar 50um.

Sekil 4.50.VDH grubuna ait ovaryum kesitinde antral folikiilde yogun (oklar)
kaspaz 3 (+) hiicreler KASPAZ 3, Bar 100um
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Sekil 4.51. VDH grubuna ait ovaryum kesitinde stromada ve primer folikiilde
az sayida (ok) kaspaz 3 (+) hiicreler, ve (yildiz) kistik folikiil
goriilmektedir KASPAZ 3, Bar 50um

Sekil 4.52. VDH grubuna ait ovaryum kesitinde kistik folikiilde yogun (ok)
kaspaz 3 (+) hiicreler KASPAZ 3, Bar 50um
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Sekil 4.53. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde ¢ok yogun AMH (+) hiicre
iceren primer follikiil goriilmektedir. AMH, Bar 50um.

Sekil 4.54.VCD grubuna ait ovaryum kesitinde VCD’nin etkisinden

kurtulan yogun AMH (+) hiicreler iceren primer folikiil
goriilmektedir. AMH, Bar 50pm
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Sekil 4.55. DHEA grubuna ait ovaryum kesitinde (A) antral folikiilde ¢ok
yogun AMH (+) hiicreler goriilmektedir. AMH, Bar 200pum

Sekil 4.56.DHEA grubuna ait ovaryum kesitinde yogun AMH (+)
hiicreler igeren sekonder folikiiller goriilmektedir. AMH, Bar
100pm
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Sekil 4.57. VDH grubuna ait over kesitinde (A) biiyiik antral folikiilde AMH
boyanmasi goriilmezken (s) sekonder folikiilde ¢ok yogun AMH
(+) hiicreler goriilmektedir. AMH, Bar 200pum

Sekil 4.58. VDH grubuna ait ovaryum kesitinde; sekonder folikiilde ¢ok yogun
AMH (+) hiicreler goriilmektedir. AMH, Bar 100pm
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Sekil 4.59. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde stromada az yogunlukta

(ok baglar1)AR (+) hiicreler goriilmektedir. AR, Bar 50um

Sekil 4.60.VCD grubuna ait ovaryum kesitinde stromada ¢ok yogun (ok

baslar1) AR (+) hiicreler AR, Bar 50um.
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Sekil 4.61. DHEA grubuna ait ovaryum kesitinde; antral folikiilde az yogunlukta
(ok baglar1) AR (+) hiicreler goriilmektedir. AR, Bar 50um

Sekil 4.62. DHEA grubuna ait ovaryum kesitinde kistik folikiilde ¢ok yogun
(ok basglar1) AR (+) hiicreler AR, Bar 50pum.
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Sekil 4.63. DHEA grubuna ait ovaryum kesitinde stromada yogun (ok baglar)
AR (+) hiicreler AR, Bar 50pum

Sekil 4.64. DHEA grubuna ait ovaryum kesitinde kistik folikiil ve stromada
yogun (ok baslar1) AR (+) hiicreler. AR, Bar 100pum
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Sekil 4.65. VDH grubuna ait ovaryum kesitinde stromada ve kistik folikiilde

yogun (ok baglar1) AR (+) hiicreler goriilmektedir. AR, Bar 50pum

Sekil 4.66. VDH grubuna ait ovaryum kesitinde; stromada ve kistik folikiilde
yogun (ok baslar1) AR (+) hiicreler goriilmektedir. AR, Bar
S50pm.
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Sekil 4.67. VDH grubuna ait ovaryum kesitinde antral folikiilde az yogun
AR (+) hiicreler goriilmektedir. AR, Bar 50um

Sekil 4.68.VDH grubuna ait ovaryum kesitinde antral folikiilde graniiloza

hiicreleri ve teka tabakasinda az yogun (ok basi) AR (+)
hiicreler. AR, Bar 50um
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Sekil 4.69. VDH grubuna ait ovaryum kesitinde;stromada ¢ok yogun (ok baslar1)
AR (+) hiicreler. AR, Bar 50pm

Sekil 4.70. VDH grubuna ait bir bagka ovaryum kesitinde;stromada ¢ok yogun (ok
basi) AR (+) hiicreler. AR, Bar 50pum
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5. TARTISMA

Insanda ovaryum yapisi yasla beraber degismektedir. Reprodiiktif hayat
boyunca insan ovaryumu, gelisim halinde folikiiller igeren korteks ve elastik lifler,
kan ve lenfatik damarlar ile sinir hiicreleri iceren gevsek bag doku yapisindaki
medulladan olusur. Menopozla beraber ovaryumlar intertisiyel hiicrelerden ve
stromadan zengin bir dokuya doniisiir. Menopoz sonrasi olusan ovaryum dokusu
androjen iiretmeye devam eder (2). Bu siire¢ ovaryumun homeostazina katkida
bulunur ve uygunsuz fonksiyon gostermesine engel olur. Menopoz sonrasi ovaryum
voliimii biiyiik oranda azalir. Menopozda ovaryum folikiil igermez ve fibroz bir bag
doku yapisindadir. (30)

Kadinlarda ortalama menopoz yasi 51 dir. Yasamin ortalama olarak 70 yil
oldugu diisiiniilecek olursa; bir kadin hayatinin neredeyse {igte biri menopozda
geemektedir. Bir ¢ok kadin gesitli kariyer kaygilardan dolay1 ¢ocuk sahibi olmay1
ertelemekte, ovaryum yaslanmasi sorunuyla karsi karsiya kalmaktadir. Insan
yasaminin uzamasi nedeniyle menopozlu yillarda gecirilen siire daha da Onem
kazanmaktadir. Kadinlar sinirl sayida kiiglik folikiil havuzu ile beraber dogarlar ve
bu havuzu direkt olarak etkileyecek herhangi bir etki erken menopoza neden
olmaktadir.

Menopozdan Once hipotalamus ve santral sinir sisteminde yasa bagimli
degisiklikler olugmaktadir. Kemirici modellerinden elde edilen bilgilere gore,
yaslanma esnasinda hipotalamusta ve hipofizde olusan degisiklikler yasla azalan
fertiliteye katkida bulunmaktadir. (81) Orta yastaki kemiricilerde insanlara benzer
sekilde artmis FSH, LH sekresyonunda dalgalanmalar (artmis siire, azalmis salinim
frekansi) ve siklus giinlerinde uzama goriilmiistiir. (82) Bu donemde dolagimda FSH
artis1 ile ovaryumlarda azalan saglikli folikiil populasyonunun yansimasi olan
graniiloza hiicre {irlinii olan inhibin B sekresyonunda azalma birlikte bulunmustur.
(249)

Ovaryumdaki folikiillerin gelisimi ve iireme fonksiyonu, disilerin g¢evresel
toksinlerle karsilagsmasi sonrasinda etkilenebilir. Bu maddelerin {ireme fonksiyonu
tizerine etkisi folikiillerin etkilendigi doneme bagli olarak degisir. Biiyliyen ve

preovulatuvar folikiilleri etkileyen maddeler iremede gecici bir duraklamaya neden
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olurlar. Ciinkii zarar goren folikiillerin yerine, ovaryum havuzundaki primordial ve
primer folikiiller tarafindan hizla yeni folikiiller gelisir. Bunun aksine primordial ve
primer folikiillerde bir hasar olusacak olursa, fertilite gelisen ve ovulasyon
gerceklesecek folikiillerin ortamda olmasi nedeniyle gegici bir siire etkilenmez,
sikluslar normal diizeninde devam eder. Bu durum haftalar, aylar veya yillar
stirebilir. Ancak bu folikiiller bitti§i zaman replesman1 saglayacak olan primordial
folikiil havuzu olmayacagi i¢in iireme fonksiyonu biter. (132)

VCH ve epoksid metaboliti olan VCD plastik sanayide, komiir ve sigara
dumaninda bulunur. (151) VCH/VCD fare ve si¢anlarda primordial ve primer
folikiillerde apoptozu indiikleyerek irregiiler siklus, hormonal degisiklikler ve
primordial ve primer folikiil havuzunun tiikenmesi sonrasinda menopoza neden olur.
(165, 113)

Deneyimizde; 28 giinlilk Spraque Dawley tiiri sigcanlar kullanarak 15 giin
stiresince DMSO igerisinde ¢oziilmiis VCD’yi 160 mg/kg uygulanmistir ve ilk
dozdan itibaren 55. giinde sicanlar sakrifiye edilmistir. Yapilan c¢alismalarda
160mg/kg VCD ve on bes giin boyunca uygulanmasi1 biiyiik folikiilleri ve diger
dokular1 etkilemeden uygulanabilecek optimal doz olarak gosterilmistir (173).

Arastirmalarda VCD’nin kisa donemde viicut agirligi tizerine bir etkisi
olmadi@ belirtilmistir. Ornegin; Mayer ve arkadaslar1 farelere 10 giin siiresince VCD
uygulamislar ve 127. giinde viicut agirliginda degisiklik bulamamiglardir. (173) Buna
karsin oral yolla 13 hafta VCD uygulanan si¢anlarda ve farelerde viicut agirliginda
diisme saptanmistir. (39) Berger ve arkadaslari siganlara 2 hafta siiresince igme
suyunda % 0.04 VCD vermisler ve sonrasinda oosit fertilitesini arastirmislardir. Bu
dozlarda ve siirede sicanlarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda deney stiresince
alman kilo ve son kilo agisindan farklilik saptamamislardir. (18) Mayer ve
arkadaslar1 bir bagka calismada sicanlara 30 giin siiresince 80 mg/kg/gin VCD
uygulamiglar ve 360. giinde primordial ve primer folikiillerde tam kayip olustugunu
ve viicut agirhiginin kontrol grubuna gore azaldigini bulmuglardir. (175) Bu
caligmalarda erken donem bulgular verilmemistir. Keck ve arkadaslar ise farelere
15 giin VCD uygulamasi sonrasi bu farelerin kontrol gruplarina gore daha fazla kilo

aldigin1 bildirmislerdir. (137)
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VCD’nin viicut agirhig tizerine etkisinin uzun dénemde ve genelde farelerde
ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Deneyimizde, VCD uyguladigimiz gruplarda deney sonu
agirliklart  kontrol grubuna gore azalmistir. VCD’ye bagh kilo kaybinin
arastirmalarla uyumlu olarak VCD’nin hayvanlarin istahin1 azaltmis olabileceginden
kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Atsushi ve arkadaglarinin yaptiklar aragtirmada 28 giinlilk Spraque Dawley
siganlara 2 ve 4 hafta siiresince DMSO i¢inde ¢6zlilmiis VCD uygulamislardir. Bu
siire i¢erisinde ovaryum ve uterus agirliklarinda degisiklik saptamamaislardir. (128)

Mayer ve arkadaslar1 ayrica 160 mg/kg/giin VCD uygulamasinin arkasindan
120. giinde ovaryum agirliginin kontrol overlere gore %20 oraninda ve uterus
agirliginin ise %50 oraninda azaldigini bulunmuslardir. (173)

Ito ve ark. (128) kirk iki giinliik Spraque Dawley siganlara iki ve dort hafta
stiresince 5, 20, 80mg/kg/giin VCD uyguladiklarinda over ve uterus agirliklarinda
fark gézlememislerdir.

Flaws ve ark.(89) matiir Fischer 344 tiirii sicanlara otuz giin siiresince VCD
uyguladiklarinda over agirligmin kontrol grubu ile benzer oldugunu, uterus
agirhginin ise kontrol grubundan %25 diisiik oldugunu bildirmislerdir. Immatiir
sicanlarda uterus ve over agirliklari kontrol grubuyla benzer olarak bulunmustur.

Arastirmamizda, VCD uyguladigimiz grupta sag ve sol ovaryum agirliklar: ve
toplam ovaryum agirliklart kontrol grubuna gore azalmis olarak bulunmustur.
VCD’nin ovaryumlarda primordial ve primer folikiill havuzunun kaybina neden
olmasi sonrasinda ovaryum agirliklarinin azalmis oldugunu diisiinmekteyiz. VCD
grubunda uterus agirliklar1 6nceki ¢alismalara benzer olarak kontrol grubuyla benzer
bulunmustur.

Arastirmamizda VCD grubunda toplam primordiyal ve normal primordiyal
folikiil sayilar1 kontrol grundan daha az olarak bulunmustur. Normal primer folikiil
say1s1 kontrol grubundan az, atretik primer folikiil sayisi ise fazla bulunmusgtur.

Arastirmamizda VCD grubunun ovaryumlarinda primordial ve primer
folikiillerde apoptoz bulgular1 gozlenmistir. Primordial, primer ve biiyiiyen folikiil
sayilarinda azalma gergeklesmistir. Biiyiliyen folikiil havuzunun azalmasimi bu
havuzu olusturan primordial ve primer folikiillerin VCD’nin temel hedef aldigi

folikiiller olmas1 nedeniyle olustugunu diisiinmekteyiz.
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VCD’nin biiyiiyen folikiil havuzuna etkisi 12 giine kadar gézlenmemistir.
(244) Fakat 30 giinliik doz alan gruplarda biiyiiyen folikiil havuzu %46 oraninda
azalmisgtir. Bu etkinin biiyliyen folikiill havuzunun primordial folikiillerin
rekruitmenti sonrast olusmasi nedeniyle oldugu ve primordial folikiil sayisinin
azalmasi sonrasinda olustugu diisiiniilmiistiir. (90)

Flaws ve arkadaslar1 siganlarda yaptiklar1 arastirmada 30 giin siiresince 80
mg/kg/giin VCD uygulamasinin arkasindan primordial folikiillerde %81, primer
folikiillerin ise %355 oraninda kayip olustugunu bildirmislerdir. (253) Springer ve
arkadaslar1 15 giin VCD uygulamasi sonrasinda primordiyal folikiil kaybinin %40
oraninda oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢aligmada 10. giinde primordial folikiil kayb1
%25 oraninda iken 12. giinde %35°tir. Ayrica primer folikiillerde hasar 12 giinden
once olusmamustir. 15. gilinde primer folikiillerde olusan hasar %63 olarak
belirlenmistir. (239)

Arastirmamizda, VCD’nin ovaryumda primordiyal folikiillerde % 87,5 ve
primer folikiillerde %79 oraninda kayba yol ag¢tigin1 gordiik. Siganlara 15 giin siire
ile VCD verilmesi, bu grupta onemli derecede primordiyal ve primer folikiil
kayiplarina neden olmustur. Bu bulgulara gére VCD’nin toksisitesine primer
folikiillerin  primordial folikiillere gére kismen daha direncli oldugunu
diistinmekteyiz.

Arastirmamizda VCD uygulanan grupta sekonder ve antral folikiil sayilari
kontrol grubuna gore azalmis olarak bulunmustur. Korpus luteum ve folikil kisti
sayilar1 ise kontrol grubuna benzerdir.

Mayer ve arkadaslar1 yaptiklar1 arastirmada VCD’nin 80 mg/kg/giin dozunda,
30 giinde sekonder ve antral folikiil sayilarinda ve korpus luteum sayilarinda azalma
baslamis ve 120 glinde bu sayilarda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis
gozlemislerdir. (175)

Lohff ve arkadaslari, immatiir farelere 10 giin 160 mg/kg/gin VCD
uyguladiklarinda sekonder ve antral folikiil sayilarinda degisiklik olmadigini, 20 giin
VCD uyguladiklarinda ise sekonder ve antral folikiil sayilarinda azalma tesbit
etmislerdir. (165)

Bulgularimiza gore gelisen folikiillerdeki azalmanin primordial ve primer

folikiil havuzunun tiikenmesi sonrasinda gelistigini diisiinmekteyiz. 15 giin VCD
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uygulanmasindan sonra 55. giinde sekonder ve antral folikiil sayilarinda meydana
gelen azalma kaynaklarda gozlenen etkiden once gerceklesmistir. Bu etkinin
kullandigimiz doz ve sican tiirii ile iliskili oldugunu diistinmekteyiz. Folikiil
sayilarinda olusan bu azalmanin ileriki donemlerde folikiill havuzunu tamamen
tikketerek menopoz olusturabilecegi ve bu doz ve sican tiirliniinde bu ¢aligmalarda
kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Arastirmamizda korpus luteum sayisinda 55. giinde azalma olmamasi
VCD’nin kalan folikiillerdeki gelisime direkt etkisi olmamasi ve ovulasyonu
engellememesi nedeniyle oldugunu diistinmekteyiz. Mayer ve ark. Fischer 344 tiir
sicanlarda korpus luteum sayilarinda azalmay1 yiiz yirminci giinde bildirmislerdir
(110). Korpus luteum sayilarindaki azalmanin gozlendigi arastirmalarda folikiil
sayilarindaki azalmaya bagli olarak gelistigi diisiiniilmiistiir.

Arastirmamizda, ovaryum folikiillerinin ¢aplar1 6l¢iilmiis ve deney gruplari
ile kontrol grubu arasinda fark goézlenmemistir. Springer ve ark. 10 giin VCD
uyguladiklar1 gruplarda primordial folikiil ve primer folikiil c¢aplarinda farklilik
bulmamislardir. Ancak bu c¢alismada folikiil caplar1 sayisal degerlerle
belirtilmemistir (234, 238).

Arastirmamizda primordial folikiil g¢aplarinda istatistiksel olarak anlaml
olmasada, azalma goriilmiistiir. Bu azalmanin VCD’nin bazi graniiloza hiicreleri
lizerine toksik etkisine bagli oldugunu diisiinmekteyiz. Bu bulgumuz kiiciik
folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin VCD’ye daha duyarli oldugunu belirten
arastirmalarla uyumludur. (90) Arastirmamizda ayrica VCD uygulanan gruplarda
saglikli primordiyal folikiillerin kiiciik folikiiler oldugu gozlenmistir. VCD
uygulanan gruplarda saglikli folikiillerin oldukg¢a kii¢iik ¢apta olmasi bize VCD’nin
toksik etkisinin folikiil belirli bir biiyiikliige eristikten sonra meydana geldigini
diistindiirmektedir. Ayn1 sekilde, sekonder ve antral folikiiller gibi belli capin
tizerindeki folikiillerin VCD’ye daha direngli oldugu belirlenmistir.

28 giinliik siganlara 15 giin boyunca uygulanan 80-320 mg/kg arasindaki
cesitli dozlarin ve 160 mg/kg VCD’nin g¢esitli giinlerdeki etkilerini inceleyen
arastirmada, folikiiller in vivo ve in vitro olarak degerlendirilmistir. Aragtirmada
VCD grubundaki kiiglik captaki preantral folikiillerde belirgin sekilde azalmalar

gorilmistiir. Ayrica, folikiillerde kaspaz 3 aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli
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oranda arttif1 diger folikiillerde ise kontrol grubu ile benzer aktivitenin oldugunu
saptamiglardir. Kaspaz 3 aktivitesi 6zellikle primer ve primordiyal folikiillerdeki
graniiloza hiicrelerinde ve oositlerde artmistir (118, 173).

Yapilan bir arastirmada sigcanlarin dogduklarinda primordial folikiillerinin
olmadig1 goriilmistiir. Yasamlarinin ilk ii¢ giiniinde primordial ve primer folikiiller,
5. giiniinde sekonder folikiiller, 10. giiniinde ise antral folikiiller olustugu
belirlenmistir. Yasamlarimin ilk giliniine kadar erken bir doneminde granuloza
hiicrelerinde apoptozun basladiginin isareti olan TUNEL pozitif hiicreler
gosterilmigtir. Fas pozitif hiicreler 0-3 giin arast graniiloza hiicrelerinde
gosterilmistir. Granuloza hiicre katmaninda apoptoz arttik¢a folikiil ¢apinin azaldig
gozlenmistir. (246)

Springer ve arkadaslarinin yaptig1 arastirmada 10 giin boyunca VCD verilen
sicanlarin primordiyal folikiillerinin oositlerinde, kromatinin niikleus zarma yakin
yogunlagtigt ve oosit ile graniiloza hiicreleri arasinda iliskinin bozuldugu
gozlenmistir. (239).

Mayer ve arkadaslar1 10 giin VCD uyguladiklari siganlarda atretik folikiilleri
incelemigler ve atretik biiyilk antral ve antral folikiillerde apoptozun graniiloza
hiicrelerinde basladigini, oosit ve graniiloza hiicrelerinin iliskilerini kaybettiklerini
gostermiglerdir. Bu olay sonrasinda graniiloza hiicre kati neredeyse tamamen
apoptoza ugramis ve sonrasinda oosit dejenerasyonu, tekal hipertrofi, folikiil capinda
azalma meydana gelmistir. (175)

Springer ve arkadaslar1 yaptiklar1 arastirmada siganlara 80 mg/kg/giin
dozunda VCD’yi 6, 8, 10, 12 ve 14 giin boyunca uygulamislar ve son dozun
uygulanmasii takiben 1 ve 4. saatte ovaryum folikiillerini degerlendirmislerdir.
VCD’ nin 10, 12 ve 14 giinliik dozlarinda DNA degredasyonunda artis oldugu, 6 ve
8 glinliik dozlarda ise DNA degredasyonunda degisiklik olmadigini gostermislerdir.
Son dozun uygulanmasini takiben 24 saat sonra toplanan Orneklerde ise DNA
degredasyon iirlinlerinde artig gosterilememistir. Isik mikroskobunda primordial ve
primer folikiiller folikiiler hasar yoniinden de degerlendirilmis, irregiiler sekilli
folikiillerin 10 giinden sonra ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. On giiniin sonunda
graniiloza hiicrelerinin diizensizlestigi ve oositle aralarindaki iligskinin kayboldugu

gorilmiistiir. Bazi graniiloza hiicrelerinde apoptozun karekteristik bulgusu olan
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kromatinin niikleer membran boyunca dagilimi gozlenmistir. Nekroz bulgusu olan
makrofaj infiltrasyonu (inflamasyon bulgusu), membran hasar1 ve hiicrelerde
hipertrofi gézlenmemistir. (239)

Arastirmamizda da bu bulgulara benzer sekilde, VCD uygulanan gruplarda,
primordiyal folikiillerin sayica azalmis oldugu ve biiyiik ¢ogunlugununda dejenere
oldugu gozlenmistir. Dejenere folikiilde yer alan oositte, apoptoz bulgulari olan,
kromatinin niikleus zarina yakin yogunlastigi ve oosit ile graniiloza hiicreleri
arasinda iliskinin bozuldugu gézlenmistir. Ayrica oositin ¢evresini saran graniiloza
hiicrelerinde hiicre icerigi dagilmis olarak ve yan yiizeylerde ayrilmalar gézlenmistir.
Normal primordiyal folikiiller sigan ovaryumlarinda gozlenmemistir.

Apoptoz, morfolojik degisikliklerin yaninda spesifik genlerin ekspresyonu ile
de beraberdir. Bu genlerden bir tanesi Bcl 2 protoonkogen ailesidir. Bcl-2
ekspresyonunda azalma ya da Bax geninde artigin o hiicrede apoptoza neden oldugu
gbzlenmistir. (204) Springer ve ark. ise 10 giin siiresince VCD uygulanan siganlarda
kiiciik folikiillerde Bax geninin arttigin1 gostermislerdir. (240)

Borman ve ark. yaptiklar1 arastirmada VCD etkisi ile primordial ve primer
folikiillerde normal atrezi siirecinin basladigini ve bunun 6zellikle primer folikiillerde
oldugunu gostermislerdir. Ayrica tek doz 80 mg/kg VCD uygulandiginda Bax
ekspresyonunun azaldigini ve tek doz VCD uygulamasinin ovaryumlarda primordial
ve primer folikiilleri koruyucu etkisi oldugunu gostermislerdir. (26)

Xiamung Hu ve ark. yaptiklar1 arastirmada VCD baglantili ovotoksisitede Bcl
2 gen ailesinin roliinii ortaya koymuslardir. (233) Bcl-2 nin aracilik ettigi apoptotik
sinyal kaskadi graniiloza hiicrelerinde ve oosite komsu graniiloza hiicrelerinde
artmastir. (117)

Arastirmamizda antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde 6zellikle antruma
yakin hiicrelerde yogun olarak apoptoz gézlenmistir. Antruma yakin yerlesimli olan
graniiloza hiicreleri oosit beslenmesi i¢in 6nemli role sahip oldugu i¢in bu hiicrelerle
oosit arasindaki iliskinin bozulmasi sonrasinda oosit beslenmesi bozulacagi i¢in oosit
Oliimiiniin kagiilmaz olacagini, VCD’ nin antruma yakin olan graniiloza hiicrelerini
hedef aldigin1 ve apoptoz mekanizmalarini harekete gegirdigini diisiinmekteyiz.

VCD’nin primer folikiillerde kaspaz 3, 8, 9 ve MAPK yolaginida aktive
ederek apoptozu indiikledigi belirlenmistir. (62, 119). Yasuishi ve arkadaslar1 Bax
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yoksun farelerde VCD’nin neden oldugu primordial ve primer folikiil deplesyonunun
normal farelere gore daha az oldugunu gostermislerdir. Bu ¢alismada kaspaz 2 ve
kaspaz 3 den yoksun farelerde primer folikiil deplesyonu normal farelere gore daha
az ger¢eklesirken primordial folikiil deplesyonu kontrol farelerine benzer
bulunmustur. Dolayistyla VCD’nin neden oldugu ovotoksisitede Bax ve kaspaz
sistemi Onemli rol oynadigi saptanmustir. (248)

Hu ve arkadaslarinin yaptig1 bir aragtirmada 28 giinliik siganlara 80 mg/kg
VCD 1, 10 ve 15 giin uygulanmis ve folikiiller izole edilmistir. Elde edilen primer ve
primordiyal folikiillerde VCD’nin MAPK aracili yolun baslamasinda gorev alan JNK
ve p38’in aktivasyonunu ve ekspresyonunu arttirdigi, ayrica c-Jun’un
fosforilasyonunda artisa ve AP-1 cevap elementlerine bagli niikleer proteinlerde
azalmaya neden oldugu gozlenmistir. Kiigiik folikiillerde tek doz VCD
uygulanmasinin  JNK aktivitesini azaltttigt ERK ve p38 kinaz aktivitesini
etkilemedigini belirlenmistir. Buna karsin 10 ve 15 giin VCD uygulanan gruplardan
elde edilen kiiglik folikiillerde JNK ve p38 aktivitesinin belirgin sekilde arttigi ERK

aktivitesinin ise degismedigi saptanmistir (119).

Flaws ve arkadaslari, in vitro olarak VCD’nin kiigiik preantral folikiillerden
elde ettikleri graniiloza hiicrelerinin viabilitesini 1, 6 ve 24 saat sonra azalttigini,
bliylik preantral folikiillerden elde edilen graniiloza hiicre viabilitesini ise 24 saat
sonra azalttigin1 gostermistir. Biiylik preantral folikiillerden elde edilen graniiloza
hiicreleri VCD’yi nontoksik olan tetrollere, kiigiik preantral folikiiller ve interstisyel
hiicrelere gore daha fazla ¢evirebilmistir. (90)

VCD’nin toksik etkisine kars1 kiiciik folikiillerdeki graniiloza hiicreleri ve
immatiir sicanlarin granuloza hiicrelerinin matiir siganlara gore daha duyarli oldugu
saptanmigtir. (90) VCD’nin graniiloza hiicre viabilitesine etki ederek graniiloza
hiicreleri ile oosit arasindaki iliskiyi bozdugu ve bdylece oosit hasarina da neden
oldugu gozlenmistir. (234, 238) Yapilan arastirmalara gore folikiiler hasar ilk 6nce
10. giinde ortaya ¢ikmistir. Isik mikroskopu bulgular1 ve DNA degredasyon artisi,
hiicre 6liimiiniin apoptoz mekanizmalarla oldugunu gostermistir. Yirmi dort saat

sonra toplanan drneklerde DNA degredasyon iiriinlerinin gosterilememesinin nedeni
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olarak apoptotik cisimlerin hizla ortamdan uzaklastirilmasi olabilecegi belirtilmistir.
(34)

Arastirmamizda VCD uyguladigimiz grupta, VCD’nin hiicresel hedefinin
oncelikle primordiyal ve primer folikiillerin graniiloza hiicreleri ve oositler oldugu
goriilmistiir. Oositlerde, 151k mikroskobunda apoptotik isaretler goriilmiistiir. Bunu
immiinohistokimyasal olarak belirlemek icin apoptozun ¢esitli evrelerine spesifik
antikorlar kullanmasinin uygun oldugunu diisiinmekteyiz.

Arastirmamizda; VCD uygulanan sican folikiillerinde apoptoz 151k
mikroskobu ile rutin ve immiinohistokimyasal yontemler kullanildiginda
gozlenmistir.

VCD grubunda primer folikiillerde TUNEL (+) hiicre sayisi kontrol
grubundan fazla olarak saptanmistir. Primordial folikiil hiicrelerde TUNEL pozitif
hiicre sayis1 kontrol grubuna gore artmis olmakla beraber bu artis istatistiksel olarak
anlamli degildir. Sekonder folikiillerde TUNEL pozitif hiicre sayis1 VCD uygulanan
guruplarda artmis olmasina ragmen bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir.

Devine ve ark. fare ovaryum Kkiiltiirlerinde VCD etkisiyle primordial ve
primer folikiil granuloza hiicreleri ile oositlerde TUNEL (+) liginde ve TUNEL (+)
hiicre sayilar1 ile graniiloza hiicre kiiltiirlerinde kaspaz 3 pozitif hiicre sayilarinda
artis bildirmislerdir. Ayrica bu calismada kontrol ovaryumlar1 ve VCD uygulanan
ovaryumlarda sekonder folikiilden biiyiik folikiil gozlenmemistir. Arastiricilar bu
durumu kiiltiir ortaminda gonadotropin yokluguna baglamislardir. (62)

Aragtirmamizda VCD grubunda primordiyal ve primer folikiil graniiloza
hiicrelerinde kontrolle benzer yogunlukta kaspaz 3 boyanmasi goriilmiistiir.
Oositlerde kaspaz 3 boyanmasi1 olmamustir.

Mayer ve arkadaslar1 farelerde yaptiklar1 calismada, VCD uygulanmasi
sonrasi kiiciik preantral folikiillerde kaspaz 3 aktivitesinin arttigin1 gostermislerdir.
Ayrica bu sinyal yolaginda mitokondrial membranda Bax artis1 oldugu ve bu artisla
beraber mitokondrial sitokrom c’nin sitoplazmaya sizdigi bu da apoptozom
aktivasyonunu sagladig1 sonucta proteaz ve kaspaz 3 aktive oldugu belirtilmistir.

(173)
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VCD’nin cesitli dozlaryla sicanlarda yapilan diger ¢alismalarda da VCD
grubundaki kiiciik c¢aptaki preantral folikiillerde belirgin sekilde azalmalar
gorilmiistiir. Ayrica, folikiillerde kaspaz 3 aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli
oranda arttig1 diger folikiillerde ise kontrol ile benzer aktivitenin oldugu goriilmiistiir.
Kaspaz 3 aktivitesi 0Ozellikle primer ve primordiyal folikiillerdeki graniiloza
hiicrelerinde ve oositlerde artmistir (10, 276).

Xiaoming Hu ve ark. siganlara, VCD uygulanmasi sonrasi 4. saatte konfokal
mikroskopta primordial ve kii¢iik primer folikiil graniiloza hiicreleri ve oositlerde
sitozolik kaspaz 3 ve kaspaz 8 aktivitesi ve prokaspaz 3 protein ekspresyonunda artig
oldugunu ve 1 gin VCD uygulanmas:t sonrasinda ise mitokondrial kaspaz 9
aktivitesinde ve kaspaz 3 aktivitesinde artis oldugunu gostermislerdir. Tekrarlayan
dozlarda kaspaz 3 aktivitesinde artis olmustur. (118)

On bes giin boyunca 80-320 mg/kg arasindaki dozlarda VCD uygulanan diger
calismalarda; primordial ve primer folikiillerde graniiloza hiicrelerinde ve oositlerde
kaspaz 3 aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli oranda arttigin1 daha biiyiik
folikiillerde ise kontrol ile benzer aktivitenin oldugunu bildirilmislerdir. (10, 276).

Yasuishi ve ark. Bax yoksun farelerde VCD nin neden oldugu primordial ve
primer folikiil deplesyonunun normal farelere gére daha az oldugunu gdstermislerdir.
Bu calismada kaspaz 2 veya kaspaz 3 den yoksun farelerde primer folikiil
deplesyonu normal farelere gore daha az gerceklesirken primordial folikiil
deplesyonu kontrol farelerine benzer olarak gerceklesmistir. Dolayisiyla kaspaz
sistemi primer folikiil apoptozunda 6nemlidir. (248) Yapilan ¢alismalarda kaspaz 2
oosit apoptozunda dnemli iken kaspaz 3 granuloza hiicre apoptozunda 6nemli oldugu
gosterilmistir. (293)

Arastirmamizda; VCD uygulanan gruplarda ovaryum stromasinda kaspaz 3
boyanma yogunlugu artmis olarak bulunmustur. Flaws ve ark.’nin yaptiklari
calisgmada immatiir siganlarda VCD’nin toksik olmayan tetrol iiriinlerine, biiyiik
preantral folikiillerde kiiclik preantral folikiillere gore 1,5 kat, interstisyel hiicrelere
gore 4 kat fazla cevrildigini bildirmislerdir. Eriskin sicanlarda ise kii¢iik ve biiyiik
preantral folikiillerde tetrol {iriinlerine ¢evrilme orant benzer bulunmustur. Ayrica
interstisyel hiicrelerin VCD etkisine duyarli oldugu gdzlenmistir. Primordial ve

primer folikiillerin biiyiik folikiillere gére VCD’yi tetrol {iriinlerine daha az c¢evirdigi
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saptanmistir. (253) Bu bulgular bizim bulgularimizla uyumludur. VCD, stromada
apoptoz siirecini olduk¢a hareketlendirmistir.

Arastirmamizda, VCD grubunda primordiyal folikiillerde kaspaz 3 boyanma
yogunlugunun az olmasinin az sayida kalan folikiillerin apoptozlarinin kaspaz 3
evresine ulagmadigindan kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Arastirmamiz bulgulari, VCD’nin ovotoksik etkisine karsi sicanlarin farelere
gore daha direncli oldugunu belirten arastirmalarla uyumludur. Ancak toksik etkinin
uzun donemde primordial ve primer folikiillerinin tam kaybina neden olacagini
diisiinmekteyiz. Dolayisiyla eger bir menopoz modeli olusturulacaksa secilen deney
hayvaninin 6nemli oldugunu, arastirmamizda kullanilan 160 mg/kg dozun 55. giinde
sicanlarda folikiil kayb1 olusturdugu ancak menopoz olusturmadigr i¢in daha uzun
siire beklenmesi gerektigi, farelerde ise bu siirenin yeterli olabilecegi gdz Oniine
alinmas1 uygun olacaktir.

Kemirici  ovaryumlart  yasamlarinin  ¢ok  ge¢  evresine  kadar
yaslanmamaktadirlar. Dolayisiyla insanlarda ovaryumlarin yaslanmasim taklit eden
bircok calisma yapilmistir. Her modelin kendine gére avantajlari ve dezavantajlari
vardir. En fazla kullanilan overektomize hayvan modelidir. Bu modelde mikrogevre
hormonal yonden ¢ok ani degismektedir. FSH reseptér mutasyonlari, GDF-9 gen
mutasyonlart ve TGF- mutasyonlar1 ile de menopoz modelleri kullanilmaktadir.
Ancak bu modellerde fetal donemden itibaren reproduktif sistem {izerine olumsuz
etkiler olusmakta ve normal reproduktif sistem gelisimi olmamamaktadir.
Glinlimiizde menopoz ¢aligmalar1 i¢in en uygun yontem insan olmayan primatlarin
kullanilmas1 gibi goriilmekle beraber bu yontemde ekonomik olarak uygun bir
yontem olarak karsimiza ¢ikmamaktadir. Dolayisiyla bu modeller icerisinde VCD ile
menopoz modeli olusturmak uygun gibi gorilmektedir. Bu modelde insan
reproduktif hayatinda oldugu gibi folikiil kayb1 apoptoz mekanizmalar ile olmakta ve
sonrasinda kalan rezidiiel ovaryum dokusu insan ovaryumlar1 gibi androjen iiretimine
katkida bulunmaktadir.

VCD’nin direkt olarak ovaryumlardaki primordial ve primer folikiiller
tizerine toksik etkisi oldugu bilinmektedir. Folikiil sayilarinin azalmasi ile beraber
siklus diizensizligi ve kan hormon diizeylerinde degisiklikler olusur. Siganlara 30

giin 80mg/kg/giin VCD uygulamasinin arkasindan 360 giin siiresince kan hormon ve
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ovaryumlarin morfolojik takibinin yapildigi bir arastirmada antral folikiillerdeki
kaybin 120 giinde anlamli diizeylere geldigi goriilmiistiir. Bu ¢alismada plazma FSH
diizeyindeki degisiklikler VCD uygulanan grupta 120 giinde meydana gelmistir. Bu
etki 240. giinde ve 360. glinde devam etmistir. FSH diizeylerindeki yiikselme antral
folikiil sayisinda diismeyle korelasyon gostermistir. Kan Ostradiol diizeyleri 360.
giine kadar kontrol grubuyla benzer diizeylere sahip bulunmustu.. Ancak 360. giinde,
VCD grubunda kan ostradiol konsantrasyonlar1 arasinda biiylik bir kisisel farklilik
gorilmiistiir. Primordial ve primer folikiillerde hasarin 10 giin gibi ¢ok erken
donemlerde meydana gelmesine ragmen antral folikiil sayisinda degisikliklerin 120
giinde meydana geldigi bu dénemden sonra ise serum FSH diizeylerinde yiikseklik
olustugu goriilmiistiir. (175) Yine ayni arastirma grubunun farelere 10 giin siiresince
160 mg/kg/glin VCD uyguladiklar1 arastirmalarinda, kan hormon diizeylerini
Olgtiiklerinde  VCD  grubunda 15. giinde FSH diizeylerinde degisiklik
saptamazlarken, 37. gilinlinde kan FSH diizeylerinin kontrol grubuna gore artmis
oldugunu gormiislerdir. FSH daki yiikselme 100 giine kadar devam etmistir. Bu
donemde kontrol hayvanlarinda kan Ostradiol konsantrasyonlarinda ise bir degisiklik
olmamistir. Ayn1 aragtirmanin folikiil sayilar1 ve morfolojisine bakildiginda 15 giinde
primordial folikiil ve primer folikiil sayilarinin kontrol grubuna goére azaldigi
goriilmistiir. 46. giinden sonra primordial ve primer folikiil kalmamistir.
Androstenodion iiretimi 120. giinde VCD uygulanan grupta ovaryumlarda kontrole
gore tespit edilebilir diizeylerin ¢ok altinda oldugu goriilmistiir. Dolayisiyla
menopozdan Once ovaryumlarin androjen iiretimine ¢ok fazla katkida bulunmadigi
belirlenmistir. (173)

Arastirmamizda VCD grubunda, FSH ve Ostradiol diizeyleri kontrol grubuyla
benzer bulunmustur. Buna ragmen istatistiksel olarak anlamli olmasada serum FSH
ve Ostradiol diizeylerinde artis olmustur. Bu artisin ovaryumlarda azalan saglikli
folikiil populasyonu ile ilgili oldugunu diisiinmekteyiz.

Arastirmamizda VCD grubunda serum AMH ve inhibin B diizeyleri kontrol
grubundan diisiik bulunmustur. VCD normal atrezi siirecini etkileyerek primordial ve
primer folikiillerde atrezi siirecini hareketlendirmistir. VCD grubundaki inhibin B

diizeylerindeki diislisiin antral folikiil sayilarindaki azalmaya ve FSH artisiyla es
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zamanli olarak gelistigi, AMH diizeyindeki diisiisiin ise folikiil rezervinin azalmasina
bagli olustugunu diisiinmekteyiz.

Arastirmamizda DH grubunda 28 giinliik immatiir Spraque Dawley sicanlara
DHEA uygulanmistir. Bu donemde siganlarda sikluslar heniiz baslamamis olup,
vajinal agikliklar1 heniliz yoktur. Bu donem si¢anlarda puberte baslangicidir.
literatlirde bircok doz araliginda DHEA uygulanmasina ragmen immatiir siganlarda
ovaryumlarda degisikliklerin olusmasinda en uygun dozun 6 mg/100g viicut agirlig
olduguna karar verilmistir. Arastirmamizda, DHEA, DMSO igerisinde c¢oziilerek

intraperitoneal olarak uygulanmistir.

Arastirmamizda, deney sonu agirliklar1 (DSA) yoniinden, DH grubu ile
kontrol grubu arasinda arastirmalarla uyumlu olarak fark gézlenmemistir.

Arastirmamizda uzun donem DHEA uygulanmis olmasina karsin viicut
agirliklarinda degisiklik saptanmamistir. DHEA’ nin viicut agirh@imi arttirdiginm
belirten arastirmalarla bulgularimizdaki farkliligin  segilen sican tiliriinden
kaynaklandigin1 diisiinmekteyiz.

Sander Valeria ve arkadaglar1 yaptiklar1 arastirmada, DHEA uygulamasinin
ovaryumlarda PCOS benzeri bir goriiniime neden oldugunu, ovaryum hacmini ve
steroidogenezini artirdigini bildirmislerdir. Deney sonu agirliklar1 ve bazal metobolik
indeks (BMI)’e bakildiginda kontrol grubu ile DHEA uygulanan grup arasinda fark
olmadigint bulmuslardir. (80) Mayrin ve arkadaslar1 yaptiklar1 aragtirmada eriskin
siganlara 7 giin siiresince DHEA uygulamasi sonrasinda viicut agirliginda degisiklik
olmadigini bildirmislerdir. (182)

Cleary ve arkadaslar1 6 ay siireyle % 1’lik DHEA’Iu dietle beslenen eriskin
disi sicanlarda viicut agirliklarinda azalma oldugunu bildirmislerdir. (291) Berger ve
arkadaslar1 ooferektomi yapilip intravajinal 1 mg/giin DHEA uygulanan gruplarda
plasebo uygulanan gruplara gore viicut agirliginda azalma belirlemislerdir. (17)
Krishna ve arkadaglar1 31 giinliik immatiir sicanlara DHEA uyguladiklarinda toplam
viicut agirliginda azalma bildirmislerdir. (292)

Ward ve arkadaglar1 yaptiklar1 arastirmada eriskin siganlara 20 giin siiresince
DHEA’y1 degisik dozlarda uygulamiglar ve ovaryum ile uterus agirliklarini kontrol
hayvanlara gore artmis olarak bulmuslardir. (275) Ward ve arkadaslar1 yaptiklart bir

baska arastirmada kastre edilmis sicanlarda DHEA wuygulamasi ile uterus
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agirliklarinda artig bildirmislerdir. (276) Yine Wang ve arkadaglart siganlara 20 giin
siiresince DHEA 6mg/kg/giin 1P enjekte ettiklerinde ovaryum agirhginda artis
bildirmislerdir. (274) Berger ve arkadaglar1 ooferektomi uygulanmis siganlara
intravajinal DHEA uygulanmasi ile uterus agirliginda herhangi bir farklilik
saptamamiglardir. (17) Arastirmamizda DH grubunda sag, sol ve toplam ovaryum
agirliklar1 kontrol grubu ile benzer bulunmustur. Uterus agirligi ise kontrol si¢anlara
gore artmis olarak bulunmustur.

Krishna ve arkadaslar1 30 giin siiresince intraperitonecal DHEA
uyguladiklarinda sol ovaryum agirliklarini  kontrol grubuna goére daha az
bulmuslardir. Krishna ve ark. bu durumu immatiir sigan kullanmalarina ve DHEA
tedavisi sonrasinda LH diizeylerinin deprese olmasina bagli olarak ovulasyonun
gerceklesmemesi ile ilgili olabilecegini belirtmislerdir. (292) Hipkin ve arkadaslar
sicanlara hipofizektomi sonrasi DHEA uygulamiglar ve uterus agirhiginda artis
olmadigin1 gérmiislerdir. (110)

Arastirmamizda DHEA uygulamasmin  uterus agirhgm  arttirdigi
gorilmistir. Bu etkinin uzun siireli DHEA uygulamasinin sikluslar1 diizenli olan
hayvanlarda uterus iizerine trofik etki olusturmasi nedeniyle olabilecegini
diistinmekteyiz

Kim HH ve arkadaslar1 yaptiklari arastirmada farelere 15 giin siiresince
DHEA enjekte etmislerdir. Folikiil ¢aplarim1  olgmiisler ve apoptozu
degerlendirmislerdir. DHEA uygulamasi sonrasi folikiillerde apoptozun arttigini
gozlemisler ve ovaryumlarda folikiillerin ¢apiin arttigimi tespit etmiglerdir. Bu
sonuglar gostermektedir ki DHEA uygulamasi ovaryumlarda apoptozun ve folikiil
caplarinin artisina neden olmaktadir. (141) Arastirmamizda, primordiyal, primer,
sekonder ve antral folikiil caplart DH grubunda kontrol grubuyla benzer olarak
bulunmustur.

Arastirmamizda, DHEA grubunda, kortekste ¢ok sayida folikiil gézlenmistir.
Ozellikle total primordiyal folikiil sayis1 ve atretik primer folikiil sayis1 oldukga
artmistir. Normal goriinlimli primordiyal folikiil sayilar1 da artmistir. Sekonder
folikiil sayilar1 artmis olmakla beraber istatistiksel olarak anlamli degildir. Antral

folikiil sayilar1 kontrol grubuna gore azalmis olarak bulunmustur. Korpus luteumlarin
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sayist azalirken kist sayilarinda artis gozlenmistir. DHEA uzun donemde, primer
folikiillerin atreziye gidisine ve kist olusumuna yol agtigini diisiinmekteyiz.

Arastirmamizda, korpus luteumlarin azalmasini anovulasyona baglamaktayiz.
Dolayisiyla DHEA uygulanan gruplarda, ovaryumlarda, primordiyal folikiillerden
primer folikiilere ge¢is asamasi kolaylasmakta, anovulasyon nedeniyle folikiiler
gelisim duraksamakta ve sonrasinda folikiiller uzun bir siire primer ve sekonder
evrede kalmakta oldugunu diistinmekteyiz. Bilindigi gibi folikiiller bu evrede
apoptoza daha yatkindirlar. DHEA uygulanmasi sonrasinda primordiyal folikiillerde
artts olmasmin nedenini ise primordiyal germ hiicrelerinin, eriskin ovaryumlarda
tekrar aktive olmasi sonucunda gerceklesebilecegini diisiinmekteyiz.

Arastirmamizda, DHEA grubunda normal primordiyal ve primer follikiillerin
yiizdesi kontrol grubuna gore artmis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 goriilmistiir. Atretik primordiyal ve primer folikiillerin ytlizdesi kontrol
grubu ile benzer olarak bulunmustur. Normal ve atretik primordiyal follikiil yiizdeleri
kontrol grubuyla benzer oldugu goriilmistiir. Folikiil sayilar1 degerlendirildiginde;
DHEA uygulanmasiin, folikiil havuzunda primordiyal folikiilleri etkilemedigi
diistiniilmektedir. Ancak, 6zellikle primer folikiillerde atrezi oranlarini arttirmigtir.

Honnma ve ark. (112) DHEA uygulanan si¢anlarda yedi giin DHEA
uygulanan guruplarda atretik folikiil yiizdesinde degisiklik olmamistir. On bes giin
DHEA uygulanan guruplarda atretik folikiil yiizdesinde artis bildirmislerdir.

Misugi ve ark. (309) 6 mg/100g VA DHEA uyguladiklar1 si¢anlarda kontrol
grubuna gore artmig sayida atretik folikiil oldugunu bildirmistir. Bu arastirmada
uygulamanin ne kadar siireyle yapildig: bildirilmemistir.

DHEA uygulanan immatiir sicanlarda ovaryumlarda kistik degisiklikler,
erken ovulasyon, asiklisite ve sonrasinda anovulasyon oldugu belirlenmistir. (148,
149) Diizenli sikluslar1 olan erigskin sicanlara DHEA uygulanmasi sonrasinda
ovaryumlarda kistik degisiklikler gozlenmistir. (275)

Luchetti ve arkadaslarinin immatiir siganlara DHEA uyguladiklar
arastirmalarinda ovaryumlarda kortekste atretik folikiillerin arttigin1 ve gelisimin
herhangi bir evresinde duraksamis ovaryum folikiillerini  g6rmiislerdir.

Ovaryumlardaki kist sayis1 da artmistir. Bu kistlerin morfolojisi incelendiginde teka
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katinda incelme ve graniiloza katinda basiklasma dikkati ¢ekmistir. Ovaryumlarda
steroidogenez de artmistir. (166)

Ward ve arkadaglari, diizenli sikluslar1 olan 55 giinliik erigskin sicanlarla
yaptiklar1 ¢alismada; DHEA uygulamasindan sonra ovaryumlarda kistik ve atretik
folikiillerde artis gormislerdir. (276) Arastirmamizda, DH grubunda tunika
albuginea igerisinde ve kortekste folikiil kistleri goriilmiistiir. Bu kistlerin kontrol
grubuyla karsilastirildiginda sayisinda artis gozlenmistir. Sekonder folikiiller ve
Ozellikle antral folikiillerde oositin etrafin1 saran graniiloza hiicrelerinde apoptozda
da artig goriilmiistiir.

Lee ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢aligmada; 10 giinden fazla DHEA uygulanan
gruplarda %44 tinde siirekli diestrus, %56 sinda ise siirekli 6strus siklusu olustugunu
gbzlemislerdir. 10 giinlik DHEA uygulamasindan sonra ise hayvanlarin %87 sinde
ovaryumlarda kistler gézlenmistir. %60 hayvanda korpus luteum yokken, %40’inda
korpus luteum goriilmiistiir. 10 giin DHEA uygulanan gruplarda kist boyutlar1 0.45-
2.2 mm arasinda oldugu belirlenmistir. Atretik folikiil sayilarinda da artis
gorilmistir. Bu c¢alismada tunika albugineada kalinliklarinda degisme
goriilmemistir. (161) Arastirmamizda DHEA uygulanan gruplarda, arastirmalarla
uyumlu olarak kontrol grubuna gore atretik folikiillerin ve kistlerin sayica kismen
arttig1 belirlenmistir.

DHEA’nin ovaryumlarda ve uterusta, proinflamatuvar ve vazokonstriktor
etkiye sahip PGF,, konsantrasyonlarini ve ovaryumlarda indirek olarak korpus
luteumda luteolitik siireci artirdigi belirlenmistir. Buna ek olarak uterusta artan
oksidatif stres ve inflamatuvar hiicre ve T lenfosit subpopulasyonu degisiklikleri
sonrasinda uterusta zararh etkileri goriilmiis ve implantasyon oranlarinda diismeye
neden olmustur. (75, 76)

Takahashi ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligmada insan periferik lenfositlerde
DHEA’nin androjen ve Ostrojen reseptorleri iizerine direkt etkilerinden bagimsiz
olarak apoptozu engelledigini gostermislerdir. (247)

Shirwalkar ve arkadaslar erigkin sicanlara 1, 2, 3 hafta siiresince 2 mg/giin
Ostrodiol valerat uygulamislar ve ovaryumlarda suprafizyolojik dozlarda Ostrojen
uygulandiginda folikiilogenezin bozuldugunu, erken maturasyonun, apoptozun ve

kist olusumlarinin arttigini gérmiislerdir. (232)



128

TUNEL metodu apoptozdaki DNA kiriklarii gosterir iken kaspaz 3
apoptozun geri doniisiimsiiz olan son basamagini belirler. Arastirmamizda TUNEL
(+) hiicrelerin varlig1 apoptoz siirecine girildigini gosterirken ayni1 hiicrelerda kaspaz
3’lin negatif olmasi heniiz apoptozun geri doniisiimsiiz basamagina gelinmedigini
aciklar. Bu nedenler dikkate alinarak Arastirmamizda DHEA gruplarinda kontrol
grubuyla benzer sayida TUNEL (+) hiicre sayis1 goriilmiistiir. Kaspaz 3 boyanma
yogunlugu ise DHEA gruplarinda sekonder folikiil graniiloza hiicrelerinde ve
intertisyel hiicrelerde kontrol grubuna gore artmistir. Sekonder folikiillerde artmis
kaspaz 3 aktivitesi bu folikiillerde apoptoz siirecinin basladigin1 gostermistir. Bu
nedenle DHEA’ ’nin folikiiler maturasyonu duraklatmis ve folikiillerin apoptoza en
yatkin olduklar1 sekonder ve antral folikiil doneminde kalmis oldugunu ve apoptoz
mekanizmalarini  bu nedenle harekete gectigini, intertisyel alanda apoptoz
gozlenmesinin ise androjenlerin stromada yaptiklar1 etkiyle benzer oldugunu ¢iinkii
benzer duruma PCO’da karsilagildigini diistinmekteyiz.

Ling Wang ve arkadaglar1 yaptiklar1 calismada DHEA’nin osteoblastlarda
proliferasyonu artirdigin1 ve AR ve ER bagimsiz mekanizmayla MAPK sinyal
yolagin1 kullanarak direkt olarak apoptozu inhibe ettigini gostermislerdir. (273)
DHEA’nin antiapoptotik Bcl 2 ve Bcel-XL aktivitesini artirarak apoptozu Onleyici
etkisini gosterdigini bildiren ¢alismalar vardir. (263) Dongmin ve arkadaglarinin
yaptiklar1 ¢alismada, DHEA’nin aortik vaskiiler hiicrelerde apoptozu, kaspaz 3
aktivitesini azaltarak ve Bcl-2’yi artirarak onledigini gostermislerdir. (164)

Honnma ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada; DHEA uygulanan siganlarin
ovaryumlarinda folikiil kistlerinde artis oldugunu gérmislerdir. Ayrica antral ve
preantral folikiillerin granuloza hiicrelerinde TUNEL pozitif hiicrelerinde de artis
saptamislardir. DHEA’nin ovaryumlarda Fas-FasL, kaspaz ve MT-1-MMP
sistemlerini aktivasyona gegirerek apoptoza neden oldugunu ve sonrasinda folikiil
kist sayisinda artig oldugunu gozlemislerdir. (112)

DHEA prehormon olarak etkilerinin yaninda direk etkiyle ovaryumdaki
steroidlerine sentezini artirarak etki gosterebilecegi nitekim Ostradiol sekresyonunu

artirdig1 belirlenmistir. (272)
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DHEA uygulanan sicanlarda serum androjen, 0strojen, luteinizan hormon ve
prolaktin konsantrasyonlarinin arttifi goriilmiistiir. Ayrica kistik folikiillerin fazla
oldugu siganlarda, serum Ostrojen ve androjen konsantrasyonlari, kist igerigi az olan
siganlara gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir. FSH konsantrasyonlar1 kontrol
gruplart ile benzer diizeylerdeyken serum LH konsantrasyonlarinda ise korpus
luteum sayisinin artigina bagh artis goriilmiistiir. Dolayisiyla DHEA uygulamasi ile
kistlerin olusumunun, artmasi ile Ostradiol, androjen, prolaktin ve luteinizan
hormonlarin serumlardaki diizeylerinin arttig1 diistiniilmiistiir. (161)

Luchetti ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada DHEA uygulanmasinin ovaryum
steroidogenezisini arttirdigint belirlemislerdir. (166) Sander ve arkadaglari ise
farelere 20 giin stiresince DHEA uygulamislar ve serum 0Gstradiol ve progesteron
diizeylerinin arttigin1 goérmiislerdir. (229)

Ward ve arkadaslarinin yaptiklart ¢alismada erigkin sicanlara 20 giin degisen
dozlarda DHEA uygulanmasinin sonrasinda, kontrol grubuna gdre kan FSH ve
prolaktin diizeylerinin daha yiiksek, LH diizeylerinin ise daha diisiik oldugunu
saptamislardir. Ayrica ovaryumlarda kistik folikiillerde artis gérmiislerdir. (276)

PCOS’lu hastalarin ovaryumlarindan elde edilmis ayn1 boyuttaki folikiillerin,
normal hastalardaki folikiillere gore daha fazla 6strojen sentezledikleri goriilmiistiir.
Bu folikiillerde teka interna hiicrelerinde 17 alfa hidroksilaz aktivitesinin arttig
gorilmiistiir. (279)

Arastirmamizda, DHEA grubunda, serum FSH ve 6stradiol degerleri kontrol
grubu ile benzer bulunmustur. AMH diizeyleri ve inhibin B kontrol grubuna gore
azalmis olmakla birlikte bu veriler istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

E.Anderson ve arkadaglarinin yaptiklar1 calismada; DHEA uygulanan
siganlarda erken ovulasyon oldugunu belirlemislerdir. Serum DHEA, testesteron,
androstenedion, Ostron ve oOstradiol diizeyleri kontrol gruplarindan yiiksek olarak
bulmuslardir. FSH diizeylerini kontrol gruplari ile benzer olarak bulmuslardir. (4)

Uzun donem DHEA uygulanmasi sonrasinda ovaryumdaki mikrogevrede
androjenik bir ortam olusur. Artan androjenler Ostrojenlere cevrilirler. Artmis
Ostradiol seviyesi az miktarda LH salinimlarima neden olarak DHEA tarafindan

aktive olmus oositlerin erken ovulasyonuna neden olurlar. Degisen hormon seviyesi
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sonucunda anovulasyon olusur. Buna bagli olarak sikluslar diizensizlesir,
ovaryumlarda atretik folikiillerde artis olusur ve kistler cogalir. (3)

Arastirmamizda DHEA’nin uzun dénem etkilerini gérmek i¢in siganlara 55
glin uygulanmigtir. 55 giin siireyle DHEA uygulanarak yapilmis bir bagska
aragtirmaya rastlanmamigtir. 55 gilinlik DHEA uygulanmasi ovaryumlardaki
steroidogenezi arttirmamistir. Spraque-Dawley tilirli siganlarin diger tiirlere oranla
DHEA uygulamasi sonrasi steroidogenezi artirma yoniinden daha direngli oldugunu
diistinmekteyiz.

Aragtirmamizda yirmi sekiz gilinlik Spraque Dawley siganlara on bes giin
stiresince 160 mg/kg/giin VCD ip ve 55 giin siiresince 6mg/100g/VA DHEA ip
uygulanmistir. Kaynaklarda Fisher 344 ve Spraque Dawley tiir siganlara VCD,
Fisher 344 tiir sigcanlara VCD, 6strojen, fitoOstrojen uygulamalar1 yapilmis olmasina
ragmen, VCD ve DHEA (androjen) uygulamasi yapilmamaistir.

Arastirmamizda VCD ve DHEA uyguladigimiz grupta (VDH), DSA’lar
kontrol grubuna gore daha az olarak bulduk. VDH grubunda VCD grubuna gore
DSA’larinin arttigin1 gérdiik ancak bu istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
Bulgularimiza gére DHEA, VCD nedenli olusan kilo kaybini kismen engellemistir.

Arastirmamizda VDH grubunda sol over agirligt kontrol grubuna gore
azalmig, uterus agirhigi kontrol grubuna gore artmistir. Sag over ve toplam over
agirligi kontrol grubuyla benzerdir. VDH grubunda sag over agirligi, uterus ve
toplam over agirligt VCD grundan fazla olarak bulunmustur.

Kary Thompson ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada VCD uyguladiklar
sicanlarin  ovaryumlarinda, primordial ve primer folikiillerde %350 azalma
gormiislerdir. Sigcanlara es zamanli 6stradiol uygulandiginda primordial folikiil sayisi
kontrol grubuna gore azalmisken, primer folikiil sayis1 kontrol gruplarina
yaklagmistir. Genistein verilmesi Ostradiole benzer etki olusturmustur. ER
antagonisti uygulanmasi ise bu folikiil kaybin1 dnleyici etkiyi bloke etmistir. VCD
kaspaz 3 aktivitesini artirirken, genistein uygulanmasi kaspaz 3 aktivitesini normal
diizeylere getirmistir. VCD uygulanan grupta serum Ostradiol konsantrasyonunda ve
uterus agirh@inda degisme goriilmemistir. VCD ile beraber Ostradiol uygulanan

grupta uterus agirliginda olmustur. (252)
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Arastirmamizda VCD uyguladigimiz sicanlarin ovaryumlarinda, toplam ve
normal primordiyal folikiil sayisi olduk¢a azalmistir. DHEA grubunda kontrol
grubuyla karsilastirildiginda normal ve atretik primordiyal folikiil sayis1 artmistir.
DH grubunda atretik primer folikiil sayis1 kontrol grubuna gore artmis olmasina
ragmen bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir. VDH grubu DH
grubu ile karsilastirildiginda toplam ve normal folikiil sayisi daha az iken atretik
primordiyal ve primer folikiil sayis1 daha fazladir. VDH grubu ile VCD grubu
karsilastirildiginda toplam primordiyal ve primer folikiil sayis1 VDH grubunda daha
fazladir. Normal primordiyal ve primer folikiil sayilarida VDH grubunda daha
fazladir. Bu sonuglar bize 55 giin DHEA uygulanmasinin VCD’nin neden oldugu
folikiil havuzundaki azalmanin kismen geri ¢evrildigini géstermistir.

Arastirmamizda, VCD grubunda normal primordiyal ve primer folikiil
yiizdesi kontrol grubundan daha az iken atretik primordiyal ve primer folikiil ylizdesi
kontrol grubundan daha fazla oldugu goriilmiistiir. DH grubunda normal primordiyal
folikiil ylizdesi VCD grubundan daha fazla olup kontrol grubu ile benzerdir. Normal
ve atretik primer folikiil ylizdesinin ise kontrol grubundan daha fazla oldugu
goriilmiistiir. VDH grubunda normal primer folikiil yiizdesi kontrol grubuna gore
daha az olmakla beraber VCD grubuna gore daha fazla, atretik primer folikiil ylizdesi
ise kontrol grubuna gore daha fazla olmakla beraber VCD grubuna gore daha az
olarak bulunmustur. Dolayisi ile 55 giin siiresince VCD ile birlikte DHEA
uygulamasi ovaryumlar iizerinde folikiil havuzunda diizeltici etkiye sahip olmakla
beraber VCD’nin neden oldugu ovotoksik etkiyi diizeltmistir ancak primer folikiil
atrezisini engellememistir.

Arastirmamizda, VCD grubunda primordiyal ve primer folikiillerde TUNEL
pozitif hiicre sayisinin fazla oldugu goriilmistiir. VCD ile birlikte DHEA
uygulanmasi primordiyal ve primer folikiillerde TUNEL pozitif hiicre sayisini
azaltmistir. Bu bulgu bize 55 giin siire ile DHEA uygulamasinin VCD’nin neden
oldugu apoptozu azalttigin1 géstermistir.

Arastirmamizda deney gruplar1 arasinda boyanma yogunlugu yoniinden fark
olmamasina karsin VCD ve DH gruplarinda intertisyel alanda kaspaz 3 aktivitesini
arttirmistir. DHEA nin ovaryumdaki stroma hiicrelerinde apoptozu arttirmis olmasi

folikiilogenezi etkileyebilecegini diistindliirmiistiir.
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Arastirmamizda VDH grubunda serum FSH ve E2 diizeyleri kontrol grubuyla
benzer bulunmustur. AMH diizeyi kontrol grubundan azdir. inhibin B diizeyleri
istatistiksel olarak farkli olmasada kontrol grubundan daha azdir. VDH grubu VCD
grubu ile karsilastirildiginda FSH diizeylerinin benzer E2 diizeylerinin ise diisiik
oldugu goriilmiistir. AMH diizeyi VDH grubunda VCD grubuna goére artmistir.
Inhibin B diizeyi ise istatistiksel olarak anlamli olmasada artmustir.

Bulgularimiza goére VCD ile birlikte DHEA uygulanmast VCD grubunda
artma egilimindeki FSH diizeylerini normale g¢ekmistir. Artmis E2 diizeylerinide
diigtirmuigtiir. Bu bulgular VCD nin neden oldugu azalmisg saglikli folikiil
populasyonunun DHEA tarafindan kismen diizeltildiginin bir gostergesi oldugunu
diistinmekteyiz. AMH ve inhibin B diizeyinin VCD grubuna gore artmasi folikiil
rezervinin artisinin onemli bir bulgusu oldugunu diisiinmekteyiz.

AMH biiyliyen folikiillerin graniiloza hiicreleri tarafindan sentez edilen
inhibitdor bir maddedir. Sicanlarda yapilan mRNA in situ hibridizasyon
caligmalarinda, AMH ekspresyonu erken biliyiiyen, preantral ve kiiciik antral
folikiillerde sinyal aktivitesi verirken atretik olmayan biiyiik folikiillerde ve biitiin
atretik folikiillerde kayboldugu belirlenmistir. (10) Kiiclik antral folikiillerde, daha
fazla differansiye olmusg biiyiik folikiillerden elde edilen folikiil sivilarina oranla
AMH diizeyi yliksek bulunmustur. (270) AMH tip 2 reseptdrii preantral ve kiiclik
antral folikiillerin graniiloza hiicreleri tarafindan eksprese edildigi daha biiyiik ve
preovulatuvar folikiillerin graniiloza hiicreleri tarafindan eksprese edilmedigi
gozlenmistir. (10, 250) Teka hiicrelerinin AMH tip 2 reseptor ekspresyonu yaptigi ve
ekspresyonun en fazla preantral ve kiiciik antral folikiillerde oldugu granuloza
hiicrelerinin aksine antral ve erken atretik folikiillerde devam ettigi ve erken
folikiilogenezde AMH nin rolii olabilecegi diisiiniilmiistiir. (127)

AMH ovaryumlarda antral folikiillere kadar gelisen folikiillerde graniiloza
hiicreleri tarafindan sentezlenmektedir. Reseptorleri teka, graniiloza hiicre ve
oositlerde (yani hem somatik hiicre hem de germ hiicrelerde) bulunmaktadir.
Folikiilogenezdeki etkisine bakildiginda (proliferasyon, apoptoz ve differensiasyon);
primordial folikiillerde AMH folikiillerin erkenden rekruitmente girmelerini onleyici
bir fren olarak ¢aligsmakta ve bu folikiillerde FSH nin indiikledigi folikiiler gelismeyi

durdurmaktadir. Dolayisiyla folikiilleri en fazla korunakli olduklar1 primordial
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folikiil havuzunda tutmaktadir. Bu etkiden kurtulan folikiiller biiyliyen folikiil
havuzuna katilmakta ve sonrasinda ovulasyona giden silire¢ baslamaktadir. En fazla
mitotik aktivitesi olan folikiil hiicreleri en fazla oranda AMH sentez etmekte ve
mikrogevrede AMH etkisi goriilmektedir. AMH, preantral folikiillerin granuloza
hiicrelerinde, primordial folikiillerin graniiloza hiicrelerindeki negatif etkisinin
tersine proliferasyonu artirmakta ve folikiil gelisimini artiric1 etki gostermektedir.
Bu, folikiillerde teka hiicrelerini daha saglikli gériinlime sokmaktadir. (72, 73, 185)

AMH’nin preantral folikiill doneminde graniiloza hiicre apoptozu ve folikiil
differensiasyonu Tlizerine bir etkisi yoktur. Erken antral donem, folikiiller igin
apoptoza en acik olduklari donemdir. Bu donemdeki folikiiller proliferasyon ve
differensiasyon siireci igerisinde bulunurlar ve ovulasyona dogru hedeflenmislerdir.
Fakat aralarindan bir ya da birkag tanesi bu siirecte bagarili olabilecektir. Seleksiyon
monofolikiiler gelisim i¢in 6nemlidir. AMH’nin bu siirecgteki rolii soyle 6zetlenebilir.
AMH biiyiikk antral folikiillerde graniiloza hiicrelerinde proliferasyonu ve
differensiasyonu azaltmakta ve aromataz aktivitesini baskilamaktadir. Yani folikiiliin
secilmesini engelleyici bir rol oynamaktadir. Folikiillerde aromataz aktivitesinin
baskilanmas1 mikrocevrede Ostrojeni azaltarak bu folikiilleri apoptoza daha daha
yatkin hale getirecektir. Graff folikiillerde AMH, graniiloza hiicrelerinde
proliferasyonu  ve differensiasyonu azaltmaktadir. Bdylece ovaryumdaki
mikrogevrede progesteron iiretimi azalir. Progesteron iiretiminin azalmasi
folikiillerde ovulasyonu engelleyici bir durum ortaya ¢ikartir. Saglikli folikiiler
mikrocevre saglikli folikiil gelisiminin olusmasi, saglikli ovulasyonu beraberinde
getirir. Ovulasyonun gergeklesecegi folikiilde anjiogenez iyi olmalidir. Buda
folikiiliin differensiye olmasi ve anjiogenetik faktorleri salgilamasi ile saglanir. Bu
durumu bozabilecek her sey ovulasyon problemi yaratabilecektir. Sonug¢ olarak
AMH ovaryumlarda fizyolojik bir frendir. Bizim diisiincemize goére; ovulasyonun
olusacagi folikiil en fazla oranda AMH sekrete eden ve en az AMH reseptorii
igerendir. AMH bu siirecin vazge¢ilmez parcasidir. (72, 73, 185, 286, 287)

Salmon ve arkadaslar1 preovulatuvar folikiillerin kumulus graniiloza
hiicreleri, 0Ozellikle oosite yakin bdlgelerde, mural hiicrelere goére daha fazla
yogunlukta AMH ekspresyonu gostermistir. Bu bulgu oositin graniiloza

hiicrelerindeki AMH ekspresyonunu yonetebilecegini diistindiirmiistiir. (228)
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Arastirmamizda, kontrol gruplarina ait ovaryum kesitlerinde primer, sekonder
ve kiiclik ¢apli antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde AMH antikoruyla yogun
boyanma gozlenmistir. Deney gruplarinda primordiyal folikiillerde boyanma
gorilmemistir. Kesitlerde ayrica stroma, teka tabakasi ve korpus luteumda boyanma
gozlenmemistir. Folikiillerin oositlerinde de boyanma goriilmemistir. Bu bulgular
daha once yapilan ¢aligmalarla benzerdir. Bilindigi gibi AMH, primer folikiillerden
itibaren sentez edilmeye baslamakta ve biiyliyen folikiillerde AMH boyanma
yogunlugu giderek azalmaktadir. Ancak bazi primordiyal folikiillerde gozlenmesi
gelisme yolunda ve secilen folikiiller oldugunun gostergesidir. AMH nin esas olarak
primer folikiillerden itibaren sentez ediliyor olmasi AMH’nin erken folikiiler
donemde rolii oldugunu desteklemektedir. AMH biiyliyen folikiil havuzunun iirtinii
oldugu i¢in kanda AMH konsantrasyonlarinin belirlenmesi ise bu havuzun durumunu
gostermede kullanilabilecektir.

Yapilan arastirmalarda AMH primordial folikiilden primer folikiile geg¢isi
inhibe ettigi ve folikiil seleksiyonunda rol aldig1 gosterilmistir. AMH’nin bu
folikiillerde FSH’nin etkisini nétralize ettigi belirtilmistir. (65, 72, 73). AMH null
farelerin normal primordial folikiil sayisina sahip olarak dogmalarina ragmen bu
farelerde primordial folikiillerin erken donemde rekruitmente girdikleri gdzlenmistir.
Geng erigkin yaglarda bu farelerde preantral ve biiyiiyen folikiillerde atretik folikiil
orani kontrol gruplarina gore artmistir. Bu farelerin 13 aylikken primordial folikiilleri
kalmadig1 ve prematiir over yetmezligi gelistigi saptanmistir. (74) Mitozun en fazla
oldugu hiicrelerde AMH mRNA ekspresyonunun en fazla oldugu belirtilmistir. (111)

Arastirmamizda da mitozun yogun oldugu sekonder ve Kkiiciikk antral
folikiillerde, arastirmalarla uyumlu olarak AMH boyanmasinin arttig1 goriilmiistiir.

Mc Gee ve arkadaslar1 12 giinliikk immatiir siganlardan elde ettikleri preantral
folikiil kiiltirinde AMH’nin etkisini arastirmiglardir. Kiiltiir ortamma AMH
eklenmesi folikiil ¢apinda 40 pm artisa neden olmustur. AMH preantral folikiil
gelismesi ve ¢apmi artirmistir. FSH eklenmesi bazal gruba oranla folikiiler hiicre
sayisint %56 oraninda artirmistir. Ortama AMH eklenmesi ise FSH’nin uyardigi
hiicre boliinmesini %28 oraninda artirmistir. Dolayistyla AMH eklenmesi hem bazal
hem de FSH nin indiikledigi preantral folikiil gelisimini ve folikiil c¢aplarini

artirmistir. Bu calismada ortama AMH eklenmesi apoptoz gozlenen hiicre sayisinda
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bir degisiklige neden olmamistir. Histolojik olarak AMH eklenen kiiltiir ortaminda
FSH grubuna gore teka katmani daha kalin ve saglikli gorilmiistir. (300)
Aragtirmamizdada AMH’nin yogun olarak boyandigi ovaryumlarda folikiil
caplarinin istatistiksel fark yaratmamasina karsin ¢aplarinin arttiglr gozlenmistir. Bu
artislar AMH nin ovaryumlarda graniiloza hiicrelerinde biiyiimeyi arttirabilecegini
disiindiirmistiir. Bilindigi gibi folikiil gelismesinin en onemli basamagi folikiil
differensiasyonudur. Folikiiller differensiye oldukga, steroid hormonlar ve inhibin A
salgilanacaktir.

Di Clemente ve arkadaslari biiylik antral folikiillerde AMH’nin graniiloza
hiicre proliferasyonunu azalttigint bildirmislerdir. AMH bu folikiillerde FSH‘nin
uyardig1i aromataz aktivitesini ve graniiloza hiicrelerinde LH ekspresyonunu
azaltarak FSH’nin etkisini inhibe etmistir. Dolayisiyla AMH bu folikiillerde
bliyimeyi ve differensiasyonu azaltmig ve sonrasinda seleksiyona gidisi
durdurmustur. (64)

Kim ve arkadaslar1 AMH’nin insan Graff folikiillerinden elde edilen
graniiloza hiicre kiiltiiriinde bazal ve epidermal biiyiime faktoriiniin indiikledigini
graniiloza hiicre proliferasyonunu ve progesteron {retimini inhibe ettigini
bildirmislerdir. (142)

Bu ¢alismalar in vitro ¢alismalar olup AMH’nin in vivo olarak etkilerini tam
olarak yansitamayabilir. Dolayisiyla intakt dokularda teka-graniiloza-oosit arasindaki
iliskiler bu sonuglar1 degistirebilir.

Bulgularimiza gore daha once yapilan ¢alismalara benzer olarak, AMH’nin
erken folikiilogenezde roliiniin oldugunu, ayrica erken folikiilogenez ve folikiiler
maturasyonda negatif stimulatér olarak ve biiyliyen folikiillerin FSH sensitivitesini
bozarak FSH’nin modiile ettigi seleksiyonu negatif olarak etkiledigini ve inhibisyon
olusturdugunu diisiinmekteyiz.

Insanlarda serum AMH ve folikiiler stvidaki AMH diizeyleri yasla beraber
paralel bir azalma gosterdigi bilinmektedir. Farelerde (139) ve sicanlarda (287)
yapilan ¢alismalarda insanlardaki ¢calismalara benzer sonuglar elde edilmistir.

Yeh ve arkadaglart disi immatiir, matiir ve yash sicanlarda serum AMH
diizeyini Ol¢gmiisler ve immunohistokimyasal olarak ovaryuma AMH boyamasi

yapmuslardir. Ug grupta da benzer sekilde primer ve kiigiik antral folikiillerde yogun
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sekilde AMH boyanmasi oldugunu gormiislerdir. Artan yasla beraber AMH ile
pozitif olarak boyanan folikiil sayis1 azalmis fakat toplam folikiillere bakildiginda
AMH (+) boyanan folikiillerin ylizdesi %50-60 olarak sabit kalmistir. (288)

Sukdeep ve arkadaglar1 farelere VCD uyguladiklar1 arastirmalarinda
ovaryumlara AMH boyamasi yapmislardir. Primer folikiillerden antral folikiillere
kadar biiyiiyen folikiillerin graniiloza hiicrelerinde AMH boyanmas1 tespit
etmiglerdir. Ancak primordial ve atretik folikiillerde AMH boyanmasi
gozlenmemistir. En biiyiik folikiilde de AMH boyanmasi gozlemislerdir. (227)

Arastirmamizda deney gruplari arasinda AMH boyanmasi yoniinden bir fark
gozlenmemistir. Ancak VCD grubunda AMH ile boyanan folikiil sayisinda azalma
dikkati ¢ekmistir. VCD uygulanan gruplarda, primordiyal folikiillerin AMH antikoru
ile boyanmadig1 ancak diger folikiillerde, kontrol gruplarina benzer sekilde antral
folikiillere kadar boyanma gozlenmistir. VCD uygulanan gruplarda AMH (+) hiicre
iceren folikiil sayis1 azalmistir. Bu azalmanin VCD tarafindan folikiil havuzunun
tiikketilmesi sonucu ortaya ¢iktigin1 ve AMH (+) boyanan folikiillerin ise VCD’ye
direngli normal folikiiller oldugunu diisiinmekteyiz.

Kevenaar ve arkadaslart farelerde yaslanma siirecinde ovaryumdaki
folikiilleri incelemisler ve yaglanma ile beraber serum AMH konsantrasyonlarinda
azalma oldugunu tespit etmislerdir. Ayn1 etki folikiillerde de gozlenmis olup
primordial folikiil ve biiyliyen folikiil sayilarinda yaslanma ile beraber azalma
gozlenmistir. Primordial folikiil sayilarinda azalma ile beraber gelisen folikiil
sayisinda azalma gozlemislerdir. Immunohistokimyasal analizde biiyiiyen
folikiillerde kiiclik antral doneme kadar graniiloza hiicrelerinde AMH boyanmasi
gorilmistiir. Primer folikiil graniiloza hiicrelerinde zayif AMH boyanmas1 varken,
en siddetli boyanma bir ¢ok graniiloza hiicre katmani bulunan biiylik preantral
folikiillerde ~ bulunmustur. Biiyilkk antral folikiillerde @AMH boyanmasi
gozlenmemistir. Serum AMH konsantrasyonu primordiyal folikiil sayis1 ve biiyiiyen
folikiil sayisi ile korrele bulunmustur. Dolayisiyla serum AMH konsantrasyonlarinda
gozlenen azalmanin nedeni folikiillerde bireysel olarak degisen AMH
konsantrasyonundan ziyade bu hormonu sentezleyen folikiillerde yasla beraber

olusan azalma nedeniyle oldugu belirtilmistir. (139)
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Aragtirmamiz bulgularina gére VCD uygulanan gruplarda AMH (+) folikiil
sayis1 azalmakla beraber bu azalma serum AMH konsantrasyonu degismesine neden
olmamistir. VCD gruplarinda folikiil sayilariyla hormon konsantrasyonu arasinda
korelasyon bulunamamistir. Ancak primordiyal folikiil sayilar1 ile AMH ve inhibin B
arasinda pozitif korelasyon, atretik primer folikiil sayilar1 ile inhibin arasinda negatif
korelasyon, biiyiiyen folikiil havuzu ile (primer, sekonder, antral follikiil) AMH ve
inhibin B arasinda pozitif ancak zayif korelasyon bulunmustur.

Neonatal Ostrojen uygulamasinin folikiilogenezi inhibe ettigi ve orta ve bliyiik
antral follikiil sayilarinda azalmaya neden oldugu bulunmustur. (126) Ostrojen
uygulamast AMH sekresyonunu artirmistir. (125) Yapilan bir baska ¢aligmada ise
Ostrojenlerin primordial primer folikiil ge¢isini inhibe ettigi gosterilmistir. (140)

Arastirmamizda siganlara uzun siire DHEA uygulanip ovaryumlara AMH
immiinohistokimyasal boyamasinin yapildig: ilk ¢alismadir. DH grubunda AMH ile
sekonder ve antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde boyanma yogunlugundaki
azalma istatistiklere yansimasada dikkat cekmistir. Tiim gruplarda primordiyal
folikiillerde boyanma goriilmemistir. Folikiillrdeki AMH yogunlugunun kismen
azalmasmin DHEA kaynakli folikiilogenezdeki duraksama nedeniyle olustugunu
diistinmekteyiz.

Sukdeep ve arkadaslar1 VCD uygulayarak olusturduklari deneyde serum
AMH ile primordiyal folikiill havuzu arasindaki iliskiyi arastirmislardir. VCD
uygulanan farelerde 16. giinde serum AMH diizeyleri kontrol grubu ile benzer
bulunmustur. Deneyin ilerleyen giinlerinde serum AMH diizeyleri VCD uygulanan
grupta tespit edilemeyecek diizeylere indigi bu bulgulara gore ise VCD nedeniyle
folikiil havuzunu tiiketmesi ile gelisecek folikiiliin kalmadigr ve serum AMH
diizeylerinin tespit edilemeyecek diizeylerde olmasinin bu nedenle olustugu
belirlenmistir. Dolayisiyla AMH diizeylerinin biiyiiyen folikiil sayisi ile korele olup,
serum AMH diizeyleri VCD uygulanmis farelerde folikiil havuzunu degerlendirmede
kullanilabilecegi diistiniilmiistiir. (227)

Insanlarda ooferektomi sonrasi serum AMH diizeyleri azalmistir. Bu bulgular
AMH nin ovaryum kaynakli oldugunu gostermistir. (154) PCOS’lu hastalarda artmis
antral folikiil sayis1 ve graniiloza hiicrelerinde artmis AMH sekresyonuna bagl

olarak normal hastalarin iki, yada ii¢ kati oranda daha yiiksek serum AMH diizeyleri
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oldugu saptanmistir. Serum AMH oranlar1 ovaryum voliimil ile korrele bulunmustur.
(160, 215, 35, 220).

Arastirmamizda, VCD, DHEA ve VCD + DHEA grubunda serum AMH
konsantrasyonlar1 kontrol grubuyla benzer bulunmustur. Ancak serum AMH
konsantrasyonu DHEA grubunda VCD grubundan yiiksektir. Bu etkinin DHEA
gruplarinda artmis biiyiiyen folikiil sayisina ve VCD gruplarinda azalmis folikdil
sayisina bagli oldugunu diisiinmekteyiz. Sonug olarak ovaryum rezervini belirlemede
direk olarak folikiilleri sayabilecegimiz yeni yoOntemler gelistirilene kadar bu
olgularda serum AMH 0l¢limlerininde kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Androjenler ovaryumlarda p450 aromataz icin substrat olarak gorev aldiklari
ayrica primordial folikiillerin biiyliyen folikiil havuzuna katilmalarin1 stimule
ettikleri belirlenmistir. Primer ve preantral folikiillerde yiiksek diizeyde AR
ekspresyonu olmakla beraber diislik diizeyde p450 aromataz aktivitesi goriilmiistiir.
Disi fareler androjenlerle tedavi edildiginde androjen tedavisi primer folikiil
sayisinda artisa neden olmustur. Androjenlerin, AR araciligiyla FSH’nin stimiile
ettigi folikiiler differensiyasyonu arttirmis oldugu ve folikiiler maturasyonu inhibe
ettikleri belirlenmistir. Androjenlerin folikiiler evreye bagli olarak graniiloza hiicre
steroidogenezini kolaylastirdiklar1 ya da inhibe ettikleri belirtilmektedir. Teka
hiicrelerinde {iretilen androstenedionun teka hiicrelerinden graniiloza hiicrelerine
diffiize oldugu sonrasinda ise testesterona ¢evrildigi saptanmistir. Takibinde
testesteron AR’yi aktive ettigi bu da artmis IGF-1R ekspresyonuna, graniiloza hiicre
proliferasyonuna ve FSH’nin P450 aromataz ekspresyonuna etkisinin indiiksiyonuna
neden oldugu gozlenmistir. (268, 269)

Kadinlarda ostrojenler ovaryum dokusunda androjenlerden P450 aromataz
enzimi yardimiyla olusurlar. Dolayisiyla dokudaki Ostrojen teka hiicrelerinden
salgilanan androjen iiretimine ve graniiloza hiicrelerindeki aromataz diizeyine
baglidir. Seks steroidleri her biri hormon bagimli transkripsiyon faktorii olan niikleer
seks hormon reseptorleri ile etkilerini gosterirler. ER o, ER B ve AR nukleer hormon
resptor siliperailesine ait bir gen familyasina aittirler. (102)

Insan ovaryumlarinda AR protein ekspresyonu menstrual siklusun her
doneminde graniiloza, teka ve stromal hiicrelerinde goriilmistir. AR

ekspresyonunun oosit tarafindan sentezlenen faktorler tarafindan etkilendigi ve
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folikiillogenezin donemine bagli olarak dalgalandigi belirtilmistir. (71) Androjenlerin
folikiilogenezi strojene donlismek disinda AR yoluylada etkiledikleri gdzlenmistir.
Fare hiicrelerinin kullanildig1 bir arastirmada ovaryum kiiltiiriinde androjenler
preantral folikiil gelisimine ve folikiil ¢aplarinda artisa neden oldugu bulunmustur.
(193) Yapilan c¢alismalarda AR tarafindan upregiile edilen genler arasinda graniiloza
FSH reseptor geni ve IGF-1 ve IGF-1 reseptor geni saptanmaistir. (269)

Arastirmamizda VCD grubunda AR (+) boyanma primordiyal ve primer
folikiillerde goriilmemistir. Ancak bazi1 sekonder ve antral folikiillerin graniiloza ve
teka tabakalarinda orta derecede boyanma dikkat c¢ekmistir. Stromada orta
yogunlukta boyanma goriilmiistir. VCD grubundaki biitliin folikiil tiplerinde ve
ovaryum stromasindaki AR boyanma yogunlugu kontrol grubuyla benzer 6zellikte
oldugu goriilmistiir.

DH grubunda ise AR (+) boyanma kontrol grubuyla karsilastirildiginda
primordiyal folikiillerde yogun olarak gozlenmistir. Primer folikiillerde boyanma
hafiftir. Sekonder ve antral folikiillerin teka tabakasi ve stromada yogun boyanma
dikkat ¢cekmistir. Sekonder ve antral follikiillerde zay1f, atretik follikiillerde kuvvetli
AR (+) boyanma goriilmistiir. Ayrica bulgularimiza goére arastirmalarla uyumlu
olarak DH grubunda AR araciligiyla folikiiler evreye bagli olarak aromataz
aktivitesinin azalmasinin gergeklestigini ve dstrojenik ¢evreden uzun donem DHEA
kullanilmasiyla androjenik c¢evreye doniisen ortamda daha ¢ok sayida folikiillerin
atreziye ugradigini diistinmekteyiz.

VDH grubunda, AR ile yogun boyanmis hiicreler stromada ve teka
tabakasinda goriilmiistiir. Ancak sekonder ve antral folikiillerin graniiloza
hiicrelerinde orta yogunlukta boyanma belirlenmistir. Bulgularimiza gore stroma ve
teka tabakalarinda yogun AR boyanmasiin nedenini bu bolgelerde androjenlerin
aktif rol almasindan kaynaklandigini diigiinmekteyiz. Kontrol grubundaki saglikli
primer folikiillerde AR ekspresyonu goriilmemistir. VCD grubunda ise primer ve
primordiyal folikiillerde AR boyanmasinin goriilmemesini, bu grupta az sayida
folikiil kalmasina baglamaktayiz. Kalan folikiillerin ise normal saglikli folikiiller

oldugunu diisiinmekteyiz.
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Pelletrier ve arkadaslar1 matiir Spraque Dawley si¢anlarda AR boyanmasinin
primordiyal folikiillerde olmadigini ancak primer, sekonder ve matiir folikiillerde
graniiloza hiicrelerde AR immunreaktivitesi oldugunu gostermislerdir. Korpus
luteumlarda da AR boyanmasi gézlememistir. Interstisyel alanda ise dagmik sekilde
immun pozitif boyanmis hiicreler olmasina karsin germinal epitelde boyanma
gbzlenmemistir. (209)

Szoltsky ve arkadaslari matiir Wistar siganlarda AR ekspresyonunu
arastirdiklarinda biitiin dstrus siklusu siiresince erken antral ve preantral folikiillerin
graniiloza hiicrelerinde androjen reseptdr ekspresyonu oldugunu bildirmislerdir.
Erken o0strus siklusunda o©ncelikle erken antral folikiillerin mural graniiloza
hiicrelerinde AR boyanma yogunlugunun azaldig1 gézlenmistir. Bu azalma 6zellikle
pseudostratifikasyon alaninda olmustur. Metestrus ve diestrus siiresince AR boyanma
yogunlugunda azalmasi antruma dogru ilerlerken kumulus ooforustaki ve ona yakin
bolgelerdeki graniiloza hiicrelerinde yogun boyanma gdzlenmistir. Proestrusta AR
ekspresyonu sadece kumulus hiicrelerinde ve antrumda goézlenmistir. Bu durum
androjenlerin ovulasyon siiresinde de rolii olabilecegini diisiindiirmiistiir. (245)

Mo Li ve arkadaslar1 graniiloza ve teka hiicrelerinde AR yogunlugu
olmasimin, fazla androjenlerin oosite girmesini engelledigini 6ne silirmiislerdir.
Boylece oositin asir1 androjen etkisinden kurtuldugunu ve folikiilin normal
gelisimine devam ettigini belirtmislerdir. Eger AR eksikligi ya da fonksiyon
bozuklugu gergeklesecek olursa fazla androjenin oosite ulasarak graniiloza
hiicrelerinde atreziyi uyaracak siireci harekete gegirebilecegini 6ne siirmiiglerdir.
(295)

Yang ve arkadaglar1 inek fetlislerinde ve erigskin ineklerden elde ettikleri
ovaryumlarda AR ekspresyonunu arastirmislardir. Primordial ve primer folikiillerde
AR ekspresyonu gézlenmemistir. Sekonder folikiillerin graniiloza hiicrelerinde zayif
AR ekspresyonu, teka hiicrelerinde ise hafif AR ekspresyonu olmustur. Antral
donemde saglikli folikiillerin graniiloza hiicrelerinde ve teka hiicrelerinde kuvvetli
AR ekspresyonu gozlenmistir. Buna karsin atretik folikiillerin teka hiicrelerinde orta
diizeyde boyanma varken, dejenere graniiloza hiicrelerinde AR ekspresyonu

gbzlenmemistir. (294)
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Androjenlerin siklik rekruitment esnasinda ozellikle ge¢ antral folikiillerde
atreziye neden olduklart saptanmistir. (115) Folikiiler ¢evrede androjenlerin baskin
oldugu déonemden Ostrojenin baskin oldugu doneme dogru ilerledikce folikiillerin
preantral donemden antral ve preovulatuvar doneme dogru gecis gosterdikleri
belirlenmistir. Dolagimda Gstradiol artisinin ve pozitif feedback mekanizmayla LH
artisinin beraber ovulasyona neden oldugu artan Ostradioliin ise FSH sekresyonu
tizerinde baskilayict Ozellikte oldugu boylece FSH bagimli aromataz aktivitesini
inhibe ettigi gozlenmistir. Bu olayin gelismis folikiillerde aromataz aktivitesinin
azalmasina ve sonrasinda Ostrojenik cevrenin androjenik cevreye donmesine ve
folikiiliin atreziye ugramasina neden oldugu belirlenmistir. (237, 251) Folikiil
maturasyona ugradikca folikiiler sivida Ostrojen artarken graniiloza hiicrelerinde
androjen reseptor miktar1 azalmistir. Eger folikiildeki androjen reseptor ekspresyonu
yiiksek kalirsa o folikiiliin Ostrojenik mikrogevreyi olusturamadig: folikiiliin atreziye
ugradig1 anlagilmistir. (251)

ER B nakavt farelerde preantral ve erken antral folikiillerde AR
ekspresyonunun saglikli farelerde oldugu gibi primer folikiillerden daha kuvvetli
oldugu. Fakat saglikli farelerin aksine ge¢ antral folikiillerde AR ekspresyonunda
diisme olmadig1 ve bu folikiillerin ¢ogunun atreziye ugramadigi belirlenmistir. Hem
saglikli farelerde hem de ER B farelerin teka hiicrelerinde, stromal hiicrelerde ve
korpus luteumlarda AR ekspresyonu farklilik gostermemistir. Bu hiicrelerdeki AR
ekspresyonunun kuvveti, hafif, orta diizeyde oldugu gozlenmistir. (38)

Arastirmamizda da tiim gruplarda atretik folikiillerde artmig AR (+) hiicreler
goriilmiistiir. Atretik folikiillerde AR yogunlugunun artmis olmasi arastirmalarla

uyumludur.
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6. SONUC ve ONERILER

Arastirmamizda 28 giinliikk Spraque-Dawley tiirii sicanlar kullanilarak dort
grup olusturuldu. Birinci gruba 15 giin 160 mg/kg dozunda VCD uyguland1. ikinci
gruba 6 mg/100g viicut agirligma gére DHEA 55 giin boyunca uygulandi. Ugiincii
gruba 15 giin 160 mg/kg dozunda VCD ve 6 mg/100g viicut agirligina gére DHEA
55 giin boyunca uygulandi. Dérdiincii gruba DMSO 55 giin boyunca uygulandi. ilk
dozdan itibaren 55. giinde siganlarin sikluslar1 belirlenip, viicut agirliklar1 olgiilerek
sakrifiye edildi. Ovaryum ve uterus agirliklar1 belirlendi. Ovaryumlar H&E ile
boyanarak genel yapt Ozellikleri, folikiil sayilar1 ve folikiil caplart belirlendi.
Ovaryumlarin parafin kesitlerine ayrica TUNEL, kaspaz 3, AMH ve AR
immiinohistokimyasal boyalar yapildi. Sakrifikasyondan once intrakardiyak olarak
alman kan serumuna ayrildi ve serumda FSH, E2, inhibin ve AMH ELISA ile
olciildii.

VCD uyguladigimiz gruplarda deney sonu agirliklari, sag, sol ovaryum
agirliklar1 ve toplam ovaryum agirligi kontrol grubuna gore azalmis olarak bulundu.
VCD grubunda uterus agirliklar: 6nceki ¢alismalardan farkli olarak kontrol grubuyla
benzer oldugunu goriildii.

VCD’nin ovaryumda primordiyal folikiillerde % 87,5 ve primer folikiillerde
%79 oraninda kayba yol actigi goriildii. Ovaryumlarda, primordial ve primer
folikiillerde apoptozun arttig1 gozlendi. Primordial, primer ve biiyliyen folikiil
sayilarinda azalma tespit edildi.

VCD’nin hiicresel hedefinin oncelikle primordiyal ve primer folikiillerin
graniiloza hiicreleri ve oositler oldugu goriildi. VCD uygulanan grupta saglikli
folikiillerin daha kiiclik capta olmasi bize VCD’nin etkisinin folikiiliin belirli bir
biiyiikliige eristikten sonra meydana geldigini diisiindiirdi. VCD’ nin uzun dénem
etkilerine bakildigr zaman ovaryumlarin kist sayilarmin degismedigi goriildii. Bu
durum VCD’ nin normal atrezi siirecini hizlandirarak ve apoptoz yolaklarini (Kaspaz
ve MAPK) kullanarak folikiil kayiplarin1 gerceklestirdigini diisiindiirdii.

VCD uygulanan gruplarda, primordiyal folikiillerin sayica azalmis oldugu ve
biiylik cogunlugunun dejenere oldugu gozlendi. Dejenere folikiilde yer alan oositte,

kromatinin niikleus zarina yakin yogunlastigi ve oosit ile graniiloza hiicreleri
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arasinda iligkinin bozuldugunu goézlendi. Ayrica oositin ¢evresini saran graniiloza
hiicrelerinde hiicre icerigi dagilmig olarak ve yan yiizeylerde ayrilmalar belirlendi.
Aragtirmamizda antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde 6zellikle antruma yakin
¢ok sayida hiicrede apoptoz oldugu gozlendi. VCD uygulanan grupta sekonder ve
antral folikiil sayilarin1 da kontrol grubuna goére azalmis olarak bulundu. Korpus
luteum ve folikiil kisti sayilar ise kontrol grubuyla benzerdi.

15 giin VCD uygulanmasindan sonra 55. giinde sekonder ve antral folikiil
sayllarinda meydana gelen azalmanin, kaynaklarda gozlenen etki siiresinden Once
gerceklestigi belirlendi. Bu etkinin kullanilan doz ve sican tiirii ile iliskili oldugu
diisiiniildii. Folikiil sayilarinda olusan azalmanin ileriki donemlerde de devam etmesi
ile folikiil havuzunu tamamen tiiketilmesinin s6z konusu olabilecegini ve menopozun
gergeklesebilecegi diisiiniildii. Eger menopoz modeli olusturulmak istenirse VCD’nin
160 mg/kg dozu ve sigan tiiriiniin uygun olabilecegi belirlendi.

VCD uyguladigimiz grupta, ovaryumlardaki folikiillerin ¢aplariin kontrol
grubuna gore degismedigi gozlendi. VCD uygulanan gruplarda primer folikiillerde
TUNEL (+) hiicre sayisinin kontrol grubundan fazla oldugu belirlendi. Bunun yani
sira primordial ve primer folikiillerin graniiloza hiicrelerinde kaspaz 3 boyanma
yogunlugu kontrol gruplartyla benzer bulundu. Kaspaz 3 boyamas: folikiillerin
graniiloza hiicrelerinde goriildii. Stromada ise kaspaz 3 boyanma siddetinin arttig1
gozlendi.

VCD grubunda, FSH ve 6stradiol diizeyleri kontrol grubuyla benzer bulundu.
Dolayistyla 55 giinliik siirenin folikiil sayilar1 degisiklikleri i¢in yeterli olmasina
ragmen kan hormon diizeylerinde degisiklik icin yeterli bir siire olmadig1 goriildii.
Spraque Dawley tiirli siganlarda menapozun hormonal etkilerinin goriilmesi i¢in daha
uzun zamana ihtiya¢ oldugunu diisiiniildii.

VCD grubunda serum AMH ve inhibin B diizeyleri kontrol grubundan diisiik
olmakla birlikte bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii.

DHEA uyguladigimiz grupta, DSA kontrol grubuna goére benzer bulundu.
VCD uyguladigimiz gruba gore ise arttign gozlendi. Uzun donem DHEA

uygulanmasinin viicut agirliklarinda degisiklik yapmadigi belirlendi.
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DHEA uyguladigimiz grupta, sag, sol ve toplam ovaryum agirliklart kontrol
grubu ile benzer bulundu. Uterus agirligini ise kontrol grubuna gore artmisti.
Primordiyal, primer, sekonder ve antral folikiil ¢aplari kontrol grubuyla benzer
olarak bulundu. Tunika albigunea kalinlig1 ise kontrol grubuyla benzer oldugunu
gozlendi.

DHEA uyguladigimiz grupta epitel altinda tunika albuginea igerisinde ve
kortekste folikiil kistlerinin kontrol grubuyla karsilastirildiginda sayisinda artis
gozlendi. Sekonder folikiiller ve 6zellikle antral folikiillerde oositin etrafin1 saran ¢ok
sayida graniilloza hiicrelerinde apoptoz gozlendi. Ayrica teka tabakasinda
kalinlagmalar gozlendi.

DHEA uyguladigimiz gruplarda toplam primordiyal folikiil sayis1 fazla
olmakla beraber primer folikiillerde atrezi goriildii. Antral folikiil sayilarinda da ve
korpus luteumlarda azalma belirlendi. DHEA nin uzun dénemde, primer folikiillerin
atreziye gidisini arttirdigini saptand.

DHEA uyguladigimiz grupta normal primordiyal ve primer follikiillerin
yilizdesi kontrol grubuna gore artmis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. Atretik primordiyal folikiil yiizdeleri kontrol grubuyla benzer olarak
bulundu. Folikiil sayilar1 degerlendirildiginde; DHEA uygulanmasinin sadece primer
folikiillerde atrezi oranlarini arttirdig: tespit edildi.

DHEA uyguladigimiz grupta, kortekste Ozellikle toplam folikiil sayisinin
artmis oldugu belirlendi. Ozellikle toplam primordiyal folikiil sayis1, atretik primer
folikiil sayis1 ve normal primordiyal folikiil sayilarida artmigti. Sekonder folikiil
sayilar1 artmis olmakla beraber istatistiksel olarak anlamli degildi. Antral folikiil
sayilar1 kontrol grubuna gore azalmisti.

DHEA uygulanan gruplarda, ovaryumlarda, primordiyal folikiillerin primer
folikiillere gecis asamasinin kolaylastigi, anovulasyon nedeniyle folikiiler gelisim
duraksadig1 ve sonrasinda folikiiller uzun siireyle primer ve sekonder evrede kaldigi
bilinmektedir. Folikiiller bu evrede apoptoza daha yatkindirlar. Sadece uzun dénem
folikiil sayilarim1 degerlendirdigimizde, DHEA uygulanmasinin atrezi siirecini
harekete gegirmedigi goriildi. Uzun siireli DHEA uygulanmasinin primordiyal

folikiillerde artisa neden olmasi, primordiyal germ hiicrelerinin, erigkin
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ovaryumlarinda tekrar aktive olabilecegini diisiindiirdii. Ancak bu konuda ileri
caligmalar yapilmasi gereklidir.

DHEA uyguladigimiz grupta kontrol grubuyla benzer sayida TUNEL (+)
hiicreler goriildii. Kaspaz 3 immiinohistokimyasal boyanmasinda, DHEA gruplarinda
sekonder folikiil graniiloza hiicrelerinde ve intertisyel hiicrelerde boyanma
yogunlugu kontrol grubuna gore artmisti. DHEA grubunda folikiiler maturasyonunun
duraklamis oldugu ve folikiillerin apoptoza en yatkin olduklar1 sekonder ve antral
folikiil doneminde kalmis gibi bir goriiniimii vardi. Intertisyel alanda folikiillerde
apoptoz gdzlenmesi, androjenlerin stromada yaptiklari etkiyle benzerdi. Bu olaymn
PCOS’da gbzlenen durumun benzeri oldugu diisiiniildii.

DHEA uyguladigimiz grupta serum FSH ve Ostradiyol diizeyleri kontrol
grubuna gore artmuis olmakla beraber istatistiksel olarak anlamli degildi. AMH ve
inhibin B diizeyleri kontrol grubuna gore azalmis olmakla birlikte bu istatistiksel
olarak anlamli degildi.

VDH grubunda DSA’lar1 kontrol grubuna goére daha az olarak bulundu. VDH
grubunda VCD grubuna gére DSA’larinin arttig1 gozlendi ancak istatistiksel olarak
anlamli degildi.

VDH grubunda toplam ovaryum agirliklar1 VCD grubundan daha fazla iken
sol ovaryum agirligr kontrol grubundan daha az , sag ovaryum agirligiin VCD
grubundan daha fazla iken uterus agirhg VCD grubundan daha fazlaydi.
Sonuglarimiz goére uzun dénem DHEA uygulanmasinin ovaryumlardaki atrofiyi
azaltmis olabilecegini diisiindiirdii.

VDH grubunda toplam primordiyal folikiil sayilar1 kontrol grubundan daha
azken VCD grubundan ise daha fazla oldugu belirlendi. Toplam primer folikiil
sayllarinin ise VCD grubundan fazlaydi fakat istatistiksel olarak anlamli degildi.
Atretik primer folikiil sayilar1 kontrol grubundan fazlayken, VCD grubundan daha
azdi. Bu sonuglar uzun donem DHEA uygulamasinin folikiil atrezisini kontrole gore
artirdigt ancak VCD ile birlikte kullanildiginda atreziyi kismen azaltabilecegini
diistindiirdii.

VDH grubunda sekonder ve antral folikiil sayilarinin kontrol grubundan az,

VCD grubundan fazla oldugu belirlendi. Korpus luteum sayilarinin kontrol ve VCD
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grubundan az, folikdil kisti sayilarinin kontrol grubundan ve VCD’den fazla oldugu
saptandi.

VDH grubunda normal primordiyal ve primer folikiil yiizdesi kontrol
grubundan az VCD grubundan ise fazla olarak gozlendi. Atretik primordiyal ve
primer folikiil yiizdesi kontrol grubundan fazla VCD grubundan ise az olarak
belirlendi.

VDH grubuna ait primer folikiillerin graniiloza hiicrelerinde hafif, sekonder
folikiil graniiloza hiicrelerinde kuvvetli AMH boyanmasi goriildii. Antral folikiillerde
ise hafif AMH boyanmasi gozlendi.

VDH grubunda, primordiyal folikiillerde AR ile kuvvetli boyanmalar
goriliirken primer folikiillerde orta diizeyde sekonder folikiillerde orta ve kuvvetli,
antral folikiillerde kuvvetli ve stromalarda kuvvetli boyanmalar belirlendi.

VDH grubunda, serum FSH diizeyleri kontrol grubundan fazla, VCD
grubuyla ise benzerdi. Serum E2 diizeyi kontrol ve VCD grubundan daha azd.
Serum AMH ve inhibin B diizeyleri kontrol grubundan az, VCD grubundan ise daha
fazlaydi. Uzun dénem DHEA uygulanmasiin VCD’nin toksik etkisini azaltarak
AMH diizeyini arttirdigini bununda ovaryum rezervinin arttiginin bir gostergesi
oldugu diisiiniildii.

Deneyimizde kullandigimiz VCD’nin 160mg/kg dozunun Spraque-Dawley
sicanlarda ovaryum yetmezligi olusturmasi nedeniyle ileriki aragtirmalarda prematiir
overyan yetmezligi, perimenopoz, menopoz ve postmenopoz modeli i¢in uygun bir
toksik ajan oldugunu belirledik. DHEA nin uzun siire kullanimi ise primordiyal
folikiil sayilarinin artmasina neden olmustur. Bu bulgular sonucunda DHEA’nin
ovaryum yetmezliginde folikiil havuzunu 1iyilestirici olarak kullanilabilecegini
diistinmemize karsin, daha ileri arastirmalar gereklidir. VCD ile DHEA un beraber
kullanildig1 siganlarda VCD’nin ovotoksik etkisi DHEA tarafindan kismen
Onlenmistir. Ancak DHEA uygulanmasinin folikiil kistlerinde artisa neden olmasi
DHEA kullanilacagi zaman doz ve kullanim siiresinin dikkatli bir sekilde

ayarlanmasi gerektigini 6nermekteyiz.
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