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OZET
Kaya M. Deneysel Olarak Sicanlarda Olusturulan Prematiir Over Yetmezligi
Modelinde Dehidroepiandrosteron’un Etkisi. Eskisehir Osmangazi Universitesi T1p
Fakiiltesi Kadin Hastahklar1 ve Dogum Anabilim Dal, Tipta Uzmanhk Tezi,
Eskisehir, 2010. 4 Vinyl siklohekzen (VCD) diepoksit plastik,kauguk ve insektisid
tiretimi esnasinda olusan endiistrial atik maddedir. Tekrarlayan 4-VCD uygulamasi
sican overlerinde primordial ve primer follikiilerde apoptoza neden olur. Sonrasinda over
yetmezligi gelisir. Dehidroepiandrosteron (DHEA) sigan overlerinde iiretilen androjen
bir hormondur. DHEA baz1 dokularda apoptoza neden olurken bazi dokular1 apoptozdan
korumaktadir. Arastirmamizda immatiir siganlarda ovotoksik etkisi bilinen 4-VCD ile
olusturulan folikiil yitkiminda DHEA nin etkisini ortaya koymay1 amagladik. Kirk adet
yirmisekiz giinliik, agirliklar1 40-60 gram arasinda degisen Spraque Dawley tiirli disi
sican rastgele dort guruba ayrildi. Siganlara 15 giin siiresince intraperitoneal yolla,
DMSO (Dimetil Siilfooksit) da ¢oziilmiis VCD (160mg/kg), DHEA (6 mg/100g VA)ya
da VCD-DHEA kombinasyonu uygulandi. Calismanin sonunda sicanlar anestezi ile
bayiltildilar ve servikal dislokasyonla oldiiriildiiler. Intrakardiak kan oOrnekleri ve
organlar1 alindi. Serum 6stradiol ve FSH diizeyleri ELISA ile dl¢iildii. Siganlarin viicut
agirliklar ve organlari tartildi. Over dokusunda. TUNEL ve kaspaz 3 immun boyama ile
apoptoz arastirildi. Folikiiller, korpus luteum ve folikiil kistleri sayild1 ve ¢aplar1 6l¢iildii.
VCD primordial folikiillerde %86,67, primer folikiillerde %64,54 atreziye ve stromada
apoptoz artisina neden oldu. DHEA folikiilogenezde gegici bir duraklamaya, sadece
sekonder folikiillerde ve stromada kismen apoptoz artisina neden oldu. VCD-DHEA
uygulamasi1 primordial ve primer folikiillerde apoptozu azaltti. Bu c¢alismanin
sonuglarina dayanarak VCD nin neden oldugu over yetmezligin DHEA uygulamasi ile
geri  dondiiriilebilecegini  sOyleyebiliriz. Ancak DHEA nin sekonder folikiil ve
stromadaki yan etkilerini diistinmek gereklidir.Toksik maddelerin indiikledigi folikiil
kayb1 ve normal atrezinin altinda yatan hiicre sinyal mekanizmalarinin anlagilmasi kadin

tireme hayatini diizenleyen faktorlere bakisimizi gelistirecektir.

Anahtar kelimeler: over yetmezligi, sican, VCD,DHEA
Destekleyen Kurum: Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma Komisyonu

Proje No: 200811013
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ABSTRACT
Kaya M. The Effect Of Dehydroepiandrosterone On Experimental Rat Model Of

Premature Ovarian Failure.Eskisehir Osmangazi University Faculty of Medicine,
Medical Speciality Thesis in Department of Gynaecology and Obstetrics. Eskisehir
2010. 4 Vinyl Cyclohexene diepoxide (VCD) is an industrial agent that is produced
during the production of plasticizers, rubber tires and insecticides. Repeated daily dosing
of 4-VCD selectively destroys primordial and primary follicles in ovaries of rats by
apoptosis and gradual ovarian failure develops. Dehidroepiandrosterone (DHEA) is an
androgenic hormone that is produced by ovaries of rats. DHEA has antiapoptotic effects
in some tissues while it has apoptotic effects in some others. This study aimed to
determine the effect of DHEA on the immature rats’ follicles destroyed by 4 VCD that is
known to be an ovotoxic agent. Forty female 28 days old, weights ranging between 40-
60 g Sprague-Dawley rats, were randomly divided into four groups. Rats were injected
with VCD (160 mg/kg dose) and DHEA (6 mg/100 ) combination intraperitoneally for
15 days. At the end of the study rats were anaesthetized and sacrified by cervical
dislocation. Organs and intracardiac blood samples were taken. Serum estradiol and FSH
levels measured by ELISA. Total body of rats and organs were weighted. Apoptosis was
determined with TUNEL and caspase 3 immunohistochemical staining technique.
Follicles, corpus luteum and cystic follicles were counted and their diameters were
measured. VCD caused %86,67 atresia in primordial follicles, %64,54 atresia in primary
follicles and apoptosis increase in stroma. DHEA application caused transient inhibition
of folliculogenesis and apoptosis only in secondary follicles’ granulosa layer and stroma.
VCD -DHEA decreased apoptosis in primordial and primary follicles.Based on the
results of this study; we can conclude that VCD induced ovarian failure could be
reversed by DHEA. But adverse affect of DHEA on secondary follicles and stroma
should be kept in mind. Understanding the general mechanisms of toxicant induced
follicle loss as well as cell signaling in normal ovarian atresia can provide insight into

factors that regulate the reproductive life span in women

Keywords: Ovarian failure, rat, VCD, DHEA
Supported Commission: Eskisehir Osmangazi University Scientific Research

Commission, Project number: 20081311
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1.  GIRIS

Prematiir over yetmezligi (POY) 40 yas altinda overlerin fonksiyonunun
kaybidir. Kadinlarin %1°1 POY ile kars1 karsiya kalmaktadir. Kanser tedavisinde
saglanan ilerleme ve g¢ocukluk c¢agi kanserlerinin basarili tedavisi sonrast POY
goriilme sikhigi artmustir. Idiopatik POY patogenezinde artmis apoptozun rol
oynadig diistiniilmektedir (84,85,95).

POY hastalar1 tireme hayatlarinin en verimli ¢caginda infertilite problemi ve
Ostrojen azliginin neden oldugu osteoporoz, artmis kalp ve damar hastaliklari riski ile
karsilasirlar. Infertilite kliniklerinde bu hastalar icin yardimli iireme tedavisinde
yiiksek doz ve uzun siiren pahali gonadotropin tedavi protokolleri uygulamasina
ragmen basarili gebelik eldesi i¢in oosit donasyonuna alternatif bir tedavi secenegi
bulunmamaktadir. Bu hastalar ¢ocuk sahibi olamamanin neden oldugu endise,
yaslanma korkusu, eslerinin kendilerini seksiiel olarak ¢ekici bulmayacagi korkusu
ve 0z giiven kaybi nedeniyle agir psikolojik problemler yasamaktadirlar.

POY tedavisi giinlimiizde yalnizca %90 olguda hormon destegi,%5-10
olgudada spontan gerileme olarak belirlenmistir. Bu nedenle POY over
fonksiyonunun tamamiyle kaybindan ziyade overin yeterli fonksiyon gdstermemesi

olarak diistiniilmektedir (93)

Dehidroepiandrosteron (DHEA) insanlarda adrenal bezlerde prehormon
olarak {iretilir. Hiicreler ihtiyaclart dogrultusunda DHEA’nu enzimatik olarak
progesteron ve Ostrojene doniistiirerek kullanirlar. DHEA Ostrojen reseptdr beta’ya
(ER B) agonistik etki, ER alfa (a)’ya parsiyel agonistik etki, Androjen reseptorlerine
antagonistik etki gostermektedir (336).

Puberteyle beraber artan DHEA kan konsantrasyonu otuzlu yaslarda en
ylksek seviyeye ulasir. Menopozun baglamasi ile DHEA kan konsantrasyonu
diismeye baglar. Seksenli yaslarda erigkin kan konsantrasyonunun %5’ ine diiser. Bu
nedenle DHEA genclik hormonu olarak adlandirilmigtir. DHEA’ nin yashilikta sik
goriilen bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (158,159).

Kaynaklarda DHEA, kotli over cevapli hastalarda over hiperstimiilasyonu
sonras1 oosit eldesini artirmak i¢in, postmenopozal hormon replazman tedavisinde,

Alzheimer hastaliginda, obezite tedavisinde kullanilmistir (189,204,246).



Vinilsiklohekzen diepoksit (VCD) endiistriyel atik bir maddedir. VCD
uygulamasi fare ve sigan overlerinde primordial ve primer folikiillerde apoptozu
(programli hiicre o6liimi) indiikler. Overler hizlandirilmis bir over yaslanmasi
stirecine girerler ve folikiil havuzu tiikkenir. VCD, fare ve si¢anlarda prematiir over

yetmezligi olusturmak i¢in uygun bir maddedir (151).

Deneysel olarak VCD maddesi ile sicanlarda olusturulan prematiir over
yetmezligi modelinde DHEA ‘un etkisi daha once arastirilmamig bir konudur. Bu
arastirmanin amaci VCD maddesi uygulamasi ile prematiir over yetmezligi modeli
olusturulan sicanlarda DHEA uygulamasi sonrasi olusabilecek olasi etkileri over
histolojisi ve serumda bakilacak hormon parametreleriyle belirlemektir. Bu bilgiler
1s181nda hayvan modeli sonuglarin klinik pratige ne dl¢iide yansiyip yansimadigini
degerlendirmektir. Arastirma sonucu DHEA ‘nin bu olgularda olabilir iyilestirici
etkisi ¢ok dnemli sosyal, ekonomik kazang getiricidir Pozitif gelismeler elde olunur
ise Omriiniin yirmi bes yilin1 menopozda geciren olgulara yasam kalitesini artiracak
bir yardim hem aile hem sosyal ac¢idan katki saglayacaktir.

Bu arastirmanin prematiir over yetmezligi lizerine yapilacak olan ila¢ faz

deneylerine 151k tutmast amaglanmistir.



2.1. Overlerin Embriyolojik Gelisimi

Over, ¢olemik epitelin c¢ift olarak kalinlasmasiyla gonadal primordiadan gelisir.

Embriyonal otuz dordiincii glinde pronefroz (ilk bobrek) ve metanefroz (son bobrek)

arasinda orta mezoderm i¢inde yerlesmistir (1).

Gonadlar ti¢ kaynaktan koken alirlar (Sekil 1).

Posterior abdominal duvar1 déseyen mezotel (mezodermal epitel)
Altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu)

Primordial germ hiicreleri (PGH)

Suprarenal medulla Aot Sempatik Suprarenal

ganglion korteks
\ Mezonefrik

Mezonefrik duktus

Primordial
germ
hiicreleri

Primordial
germ hiicreleri .

Gonadal (genital) kabarinti Paramezonefrik duktus

Ureterik tomurcuk

Suprarenal medulla

) Urogenital mezenter
Paramezonefrik 9 \

[~ Mezonefrik duktus

Primordial | |
germ
hicreleri

~ Mezonefrik tibdl

™ Suprarenal korteks

Testis veya over barsak
medullasi

Arka barsak mezenteri Kortekste primer seks kordonu Mezengim

Sekil 2.1. Overlerin embriyolojik gelisimi (2).

PGH’leri, testis ve overlerde bulunan yetigkin gametlerin embriyonik

onciilleridir. PGH biiylik mitokondrilere ve ¢ok sayida ribozomlara sahiptir. Golgi

aygitina ait vezikiiller ve endoplazmik retikulum sisternalar1 nadir olarak bulunur.

Bunlarla birlikte glikojen partikiilleri ve lipid damlaciklart insan PGH’lerin



sitoplazmalarinda yaygin olarak bulunur. Glikojen partikiilleri ve lipid damlaciklar
PGH’lerinin goc¢ii esnasinda enerji kaynagi olarak kullanilir (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9).
PGH’lerin koken aldiklar1 yerden gonadlara dogru go¢ ederken izledikleri yol hala
tam olarak anlasilamamistir. PGH gocli, Bone Morphogenic Factor (BMP-4)
tarafindan diizenlenmektedir (2 ,4,7,10,11,12,13).

Disi embriyolarinda gonadal gelisim daha yavas olur. X kromozomlar1 over
gelisimi i¢in genler tasirken organogenez’de otozomal bir genin de rol oynadigi
ortaya cikmistir. 10. haftaya kadar, overler histolojik olarak ayirt edilemezler.
Gonadal kordonlar, belirgin degildirler, medulla i¢ine dogru sokulurlar ve rudimenter
bir yap1 olan rete ovarii’yi olustururlar. Bu olusan yap1 ve gonadal kordonlar
normalde dejenere olurlar ve kaybolurlar. Kortikal kordonlar erken fetal donemde
overin ylizey epitelinden koken alarak altta bulunan mezensim igerisine dogru
girerler. Bu epitel mezotelden gelismektedir. Kortikal kordonlarin boyutlar
arttiginda, PGH onlarin i¢lerine girer. Yaklasik 16. haftada, bu kordonlar izole hiicre
kiimelerine —primordial folikiiller- pargalanirlar, olusan folikiillerin her biri, PGH’den
koken alan bir oogonyum ve onu saran, ylizey epitelinden koken alan, tek sirali
yassilasmig folikiiler hiicreleri icerir. Fetal yasam sirasinda oogonyumlarda olusan
aktif mitoz sonucu, binlerce primordial folikiil meydana gelir.

Oosit, overlerde gelisimini tamamlar ve insanda bulunan en biiytlik hiicredir.
Yuvarlak bicimli, ¢ap1 yaklasik 120-200 pwm arasinda olan hareketsiz bir hiicredir.
Oosit, tuba uterina’dan uterusa dogru liimendeki sivi 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 ag1 niikleusun
her tarafina esit miktarda dagilmistir ve gevsek bir yapr gosterdiginden agik renkte
boyanir. Oosit sitoplazmasina, aynt zamanda ooplazma adi da verilir. En 6nemli
0zelligi, paraplazma denilen besin maddelerinden zengin olmasidir. Belli basl besin
maddeleri protein, lipid, yag, karbonhidrat, mineraller ve vitaminlerdir (14, 15, 16,
17).

Primer oosit ilk mayoz bdliinmesine dogumdan Once baglar ancak profaz
asamasi puberteye kadar tamamlanamaz. Bu asamada oogonyumlar germ
kordonlarinin epiteliyal hiicrelerinden meydana gelen tek katli folikiil epiteli

tarafindan sarilir. Primer oositi ¢evreleyen folikiil hiicreleri I. mayozu profazda tutan



bir faktor olan oosit maturasyon inhibitorii (OMI) adindaki bir maddeyi salgilayarak,
oositin mayoz bdliinme siirecini durdurdugu disiiniiliir. Colom epiteli overde
germinal epitele ve altindaki bag dokusu ise tunika albugineaya farklilanir (10,18, 19,
20).

Dogum sonrast donemde oogonium meydana gelmez. Dogumdan 6nce biiylik
bir boliimii dejenere olsa da, dogumdan sonra iki milyon civarinda primer oosit kalir.
Pubertede overlerde profaz asamasinda bekleyen primer oositin boyutlar1 artar ve
birinci mayoz bdliinmesini tamamlar. Ancak, sitoplazma esit olarak boliinmez ve
olusan sekonder oosit yaklasik olarak biitiin sitoplazmay1 alirken birinci kutup
cisimcigine ise ¢cok az miktarda sitoplazma kalir. Birinci kutup cisimcigi kisa siire
icinde dejenere olur (2,4,12,13,21).

Ovulasyondan sonra sekonder oositin niikleusu ikinci mayoz boliinmeye girer,
ama bolinme sadece metafaza kadar ilerlemektedir ve bu asamada spermi
beklemektedir. Eger bir sperm sekonder oositin i¢ine girerse, ikinci mayoz boliinme
tamamlanir ve yine sitoplazmanin ¢ogu bir hiicreye, fertilize olmus oosite veya olgun
oosite gecer. Daha az sitoplazmaya sahip olan hiicre (ikinci kutup cisimcigi) kisa
stirede dejenere olur, ikinci kutup cisimcigi atildiginda oositin olgunlagsmasi

tamamlanir (2,4, 12, 13,21).

2.2. Overlerin Anatomik Yapisi

Overler, uterusun her iki tarafinda lateral pelvik duvarlara yakin konumda
fossa ovarika i¢inde yerlesen, badem sekilli, yaklagik olarak 3-8 gr agirhiginda, 3-5
cm uzunlukta, 1.5-3 cm genislikte ve 1-1,5 cm kalinliktadirlar. Overlerin 6n
kisimlarinda kan damarlariin ve sinirlerin girdigi hilus adi verilen bolge bulunur.
Mezover (posterior), kan damarlarini overlere ileten bir periton kivrimi olup overi
uterusun yan kenarlarindan uzanan ligamente (ligamentum latum) baglar. Overin
superior (veya tubal) tarafi suspensor ligament ile pelvik duvara baghdir. Bu
ligament ovaryan damar ve sinirleri tasir. Inferior (veya uterin) taraf ise ovaryan
ligament ile uterusa baglidir. Bu ligament pelvis tabaninda gelisen, gonada baglanan
embriyonik fibroz kord olan gabernakulumun artigidir. Puberteden 6nce over yiizeyi
diizdiir. Fakat reprodiiktif yasamda tekrarlayan ovulasyonlar nedeni ile diizensiz yap1
ve artan skarlar olusur. Postmenopozal donemde over boyutu, reprodiiktif donemin

dortte birine diiser (18, 22, 23)



2.3. Over Histolojisi

Yiizeyi tek kath kiibik ve bazi boliimlerde yer yer skuamdz hiicrelerden olusur.
Bu hiicresel tabaka germinal epitel olarak adlandirilir ve mezotelin devamidir.
Germinal epitel yanlis bir isimlendirmedir. Ciinkii bu hiicreler overin kaynagi
degildir. Peritoneal kaviteyi drten modifiye mezotel hiicrelerdir. Over yiizey epiteli
daha uygun bir terminoloji olarak germinal epitel yerine kullanilir. Overlerin, yanlari
mezover denilen bir mezentere sahiptir. Bu yap1 overin hilusundaki genis ligamente
baglanir. Epitelin altinda overin beyazimsi rengini veren ve tunika albuginea olarak
adlandirilan zayif bir bag dokusu katmani bulunur. Tunika albuginea’nin altinda,
oosit iceren folikiillerin bulundugu korteks boliimii ve en i¢ kisimda gevsek bag
dokusu i¢inde zengin bir damar yatagi iceren medulla boliimleri vardir (23,24, 25).
Histolojik 6zellikleri birbirinden farkli olan bu iki boliim arasinda, keskin bir sinir
bulunmaz. Geng bireylerin overlerinde bu iki kisim kolayca ayrilabilirken daha ilerki
yaslarda farkedilemez (24, 26, 27, 28, 29).

Over korteksinde cesitli gelisim asamalarinda olan folikiiller bulunur.
Puberteden Once kortekste sadece primordiyal folikiiller bulunurken puberteden sonra
primer, sekonder ve antral folikiiller bulunur. Seksiiel olgunluk déneminde bu
folikiillerden baska korpus luteum ve atretik folikiiller bulunur. Menopoz doneminde
ise folikiillerin sayis1 olduk¢a azalir (17,30,31,32).

Over medullast gevsek fibroelastik bag dokusu yapisindadir. Medullada
kollajen lif demetleri, elastik lif aglari, biiyilk 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 guruplar halinde kalirlar ve interstisyel hiicreler ya da bezler olusur. insanda
menstrilasyon oncesi bazi interstisiyel hiicreler Ostrojen salgilar. Bazi tiirlerde ise
progesteron salgilar. ilk menstriiasyon siklusu sirasinda interstisiyel hiicrelerin
¢ogunlugu involusyona ugrar ve fonksiyonlar1 azalir. Hilus hiicreleri, testisin Leydig
hiicrelerine benzer organel yapisina sahiptir.Lipid¢e zengindirler ve hiicre i¢inde
Reinke kristallerine benzer yapilar bulunur. Hilus hiicreleri steroid hormon olarak

androjen salgilarlar (Sekil 3) (17,24,26, 28,30,32).
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Sekil 2.2. Over korteks ve medulla (23).

2.3.1. Oogenez

Oogenez; oogonya denilen primitif germ hiicrelerinin olgun oositlere
donitismesiyle gerceklesen olaylar dizisidir. Hiicrelerdeki bu olgunlasma siireci
dogumdan Once baslar, puberte sonrasinda tamamlanir. Oogenez menopoza kadar
devam eder (2).

PGH, disi gonada ulasinca oogoniumlara farklanirlar. Mitozla ¢ogalan
oogoniumlar kiimeler olusturur. Bu go¢ ve ardindan gelen ¢ogalim, bir tirozin kinaz
reseptoril olan c-kit ile ona baglanan kok hiicre faktorii tarafindan kontrol edilir. Her
iki madde de go¢ sirasinda PGH tarafindan iiretilir (33). Ugiincii aym sonunda yassi
epitel hiicreleriyle cevrelenirler. Bir kiime igerisinde yer alan oogoniumlarin timii
muhtemelen tek bir ilkel lireme hiicresinden gelisirken, folikiil hiicreleri olarak
bilinen oogoniumlarin ¢evresindeki yassi epitel hiicreleri overin yiizey epitelinden
koken alirlar (34).

Oogoniumlarin ¢ogunlugu mitoz ile bdliinmeyi siirdiiriirken bir kismida

bliyiiyerek primer oositlere farklanirlar (Sekil 4). Olusan primer oositler hemen



deoksiribo niikleik asit (DNA) larim1 bir kat arttirarak birinci mayoz bdliinmenin
profazina girerler. Bir kac¢ ay i¢inde oogoniumlarin sayisi hizla artar. Gelisimin
besinci ayinda over igindeki lireme hiicrelerinin sayisi yaklasik yedi milyona ulasir.
Bu sirada hiicre oliimii baslar ve ¢ok sayida oogonium ve primer oosit atrezik hale
gelir. Yedinci ayda yiizeye yakin yerlesmis olan bir kag¢i disinda oogoniumlarin
cogunlugu dejenere olmus olur. Primer oosit profaz asamasinda puberteye kadar
bekler. Mayotik arrest olarak adlandirilan bu evre ovulasyonun hemen oncesine
kadar tamamlanmaz ki bu 12-50 y1l kadar stirebilir (2,12).

Dogumdan sonra primer oosit olusmaz. Primer oositler puberteye kadar over
folikiillerinde beklerler. Folikiil olgunlastik¢a primer oositin boyutlar1 artar.
Ovulasyondan hemen 6nce birinci mayoz boliinme tamamlanir. Sekonder oosit ve
birinci polar cisimcik olugur. Sekonder oosit hemen hemen tiim sitoplazmay: alir.
Birinci polar cisimcige ise ¢ok az sitoplazma kalir. Polar cisimcik; kiigiik, islevsel
olmayan, kisa siirede dejenere olacak bir hiicredir. Ovulasyonda sekonder oositin
cekirdegi ikinci mayoz boliinmeye baslar. Metafaza kadar ilerler ve durur. Eger bir
sperm sekonder oositin igine girerse, ikinci mayotik bdliinme tamamlanir
Sitoplazmanin ¢ogu bir hiicrede kalir. Bu hiicre fertilize olmus oosittir. Diger hiicre
ikinci polar cisimcik oalrak adlandirilir. Bu hiicre kiiciik islevsiz bir hiicredir ve kisa
sirede dejenere olur. Ikinci polar cisimcik atildiginda oositin olgunlasmasi

tamamlanir (2).

Mitotik
boéliinme

Mitotik
bdliinme

primordiyal Oogonium Profazda
germ hiicresi primer oosit

Sekil 2.3. Primer oosit olusumu.

2.3.2. Graniiloza Hiicreleri



Graniiloza hiicreleri, olgunlasmakta olan ve olgunlasmis folikiillerde 5-7 um
capli polihedral hiicrelerdir (35). Rete ovariden mi yoksa ylizey epitelinden mi
gelistigi tartismalidir (36,37). Bazal membrana tutunan hiicreler siklikla kolumnar
sekillidir. Bu hiicreler soluk, dar sitoplazmali, hiicre sinirlar1 belirsizdir. Kiigiik
yuvarlak veya oval sekilli hiperkromatik niikleusu vardir. Niikleer oluk yoklugu
tipiktir (35)

Graniiloza hiicreleri bulunduklar1 yere bagli olarak farkli fenotipler
gosterirler. Bu hiicreler mural graniiloza hiicreleri, antral graniiloza hiicreleri ve
kumulus graniiloza hiicreleri olarak adlandirilir.. Mural graniiloza hiicreleri, antral
folikiilde yiiksek 3 B hidroksisteroid dehidrogenaz ve aromataz aktivitesi gostererek
en biiyiik steroidojenik aktiviteyi gostermektedir. Preovulatuvar folikiil en fazla
liiteinizan hormon (LH) reseptdriine sahiptir. Antral kaviteye yaklastikca graniiloza
hiicrelerde steroidojenik aktivite azalirken mitotik aktivite artmaktadir.

Oositten  salgilanan  faktorler, graniiloza hiicrelerinde proliferasyon,
diferensiasyon, ekstraselluler matriks proliferasyonu ve steroid hormon {iretimini
etkiler. Burada iki faktdr 6nemli rol almaktadir: gap neksuslar ve parakrin faktorler

rol alir (38) (Sekil 6).

F=SH

graniiloza hiicre
4 proliferasyomm

v hiteinizasyon

BMP-15
oosit- salgilanan
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kil 2.5. Oosit-graniiloza hiicreleri arasindaki iki yonlii iletigim.
Oosit ¢evresindeki graniiloza hiicrelerinden izole edilirse gelisemez. Oositle
graniiloza hiicreler arasindaki iliski iki yonliidiir. Oosit kendi gelisimini ve mayotik
boliinmenin ilerlemesini saglamak i¢in somatik graniiloza hiicrelerinin destegini

almak zorundadir (38,39,40) (Sekil 7).

2.3.3. Teka Hiicreleri

Teka hiicreleri graniiloza hiicrelerinin aksine, fetal yasamdan menopozun
sonuna kadar, gelisen folikiillerin periferinde stromal hiicrelerden farklilagirlar (41).
Teka ve interstisyel hiicreler stromal kompartmanin mezenkimal hiicrelerinden
gelisirler. Primer interstisyel hiicreler onikinci gebelik haftasinda fetal overin
meduller bolimiinde ortaya cikar ve yirminci gebelik haftasinda kaybolurlar.

Gonadotropinlere cevap veremezler. Kolesterol yan zincir  klivaj aktiviteleri
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olmadig1 i¢cin de novo steroidogenez yapamazlar. Fakat dolasan steroidojenik
onciilleri kullanarak androjen {retebilirler. Teka tabakasi, steroid hormon
salgilamaya uygun endokrin bir yap1 gibi zengin sekilde damarlanma gosteren teka
interna ve bliylik cogunlugu fibréz bag dokudan olusan teka eksternadan olugur
(17,26,32,42,43,44).

Teka interstisyel hiicreler overin ana androjen iireten hiicreleridir. Bu hiicreler
Luteinizan hormon’a (LH) cevap verebilirler. Oositin Growth Differentiation Factor
(GDF 9) tiretimi teka tabakasinin gelisimine baghdir. Teka hiicreleri kit ligand (KL)
reseptorli Uretirler. Graniiloza hiicreleri irettikleri KL ile teka ve oosit tizerinde
diizenleyici etkiye sahiptirler. Teka hiicreleri Kit eksprese ederler. KL erken
folikiilogenezde stromal hiicrelerde proliferasyon ve organizasyonu saglamaktadir.
Teka ve graniiloza hiicreler arasindaki etkilesim folikiiliin hizla preantral donemden
antral doneme geg¢isini saglar (45). Teka interna primer folikiil asamasinda kazanilir.
Teka eksterna folikiil biiyiidiik¢ce olusur. Preteka hiicrelerinin folikiiliin dis yiizeyine
dogru migrasyonu hala bilinmeyen bir sinyal gibi olmaktaysa da GDF-9 rol oynuyor
gibi goriilmektedir. Cilinkii oosit kaynakli bu faktér olmazsa teka tabakasi

olusmamaktadir.

2.3.4. Over Stromasi

Kortikal ve medullar stroma benzer goriinimdedirler ve sinirlar1 belirsizdir.
Ig bicimli stromal hiicreler dar sitoplazmalidir. Berrak sitoplazmik lipid damlaciklari
ozellikle ge¢ reproduktif ve postmenopozal donemde 6zel boyalarla gosterilebilir.
Immiinohistokimyasal boyalar sitoplazmik vimentin, aktin ve desmini gosterebilir
(35). Menopoz sonrast over voliimii biiylik oranda azalir. Menopoz overi folikiil

icermez ve fibroz bir konnektif dokuya sahiptir (279).

2.3.5. Over Folikiillerinin Gelisimi (Folikiilogenez)

Folikiillerin primordial folikiil populasyonundan ayrilip gelisme ve
diferensiasyona (degisime) ugramasi olayma folikiillogenez denir. Folikiilogenez
somatik hiicrelerin proliferasyonu, steroidojenik kapasite elde etmesi, oositin
bliylimesi ve mayotik boliinme ile karakterizedir. Folikiilogenezin amaci matiir,
kumulus kompleksi ile ¢evrili, iireme yolunda spermle dollenebilen oosit ve

endometriumun gebelige hazir olmasini saglayacak hormonlar1 salgilayan korpus
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luteum elde etmektir. Bu folikiiller ardigik biiyiime ve diferensiasyon siirecine
girmeden Onceki donemde sessizdirler. Biitiin folikiiller ovulatuvar doneme
ulagmazlar. Bir kisim folikiil atrezi denilen bir siire¢le kaybedilir. Mc Geeve ark. (46)
folikiilogenezde iki donemden bahsetmislerdir. Bunlardan birincisi ilk rekruitmentdir.
Bu donemde primordiyal folikiiler erken antral doneme dogru yavas biiylime
icerisindedir. ikincisi siklik rekruitmentdir. Bu dénemde atreziden kurtulan erken
antral folikiiller hizli bir biiylime icerisine girerler. Folikiiller siklik rekruitment
stirecine girdikten sonra bir ya da daha fazlasi, daha ileriye biiyliime ve ovulasyon i¢in
secilirler. Bu folikiillere ~dominan folikiil adi verilir. Diger folikiiller atreziye

ugrarlar.

Primordial Folikiiller

Disi bireylerde PGH’ler 25. haftada mitozla ¢ogalarak yaklasik yedi milyon
oogonyum meydana getirir. Bu asamada yassi epitel hiicreleri oogumyumlarin
cevresini tek tabaka halinde sararak primordial folikiilleri olusturur. Mayoz
boliinmeye girmis primer oositlerin biiylik cogunlugu primer folikiil olusturamayip,
atreziye ugrar (47). Pubertede ise bu rakam 200.000’ e kadar inmistir (48).Ancak son
yillarda bazi arastirmalar fare tiirlerinde germ hatt1 kok hiicrelerinden, yasamin erken
yillarinda yeniden esey hiicresi olusabildigini gostermistir (49). Primordiyal
folikiillerin gelisebilmesi igin NGF (nerve growth factor) ve SPO11 (spondation
protein homolog 11) gibi faktorlerin etkisi bulunur (4, 12,42,50,51,52,). Bunun
disinda bir ¢ok biliylime faktorii burada rol almaktadir. Kok hiicre faktori, 16semi
inhibitor faktor, insiilin gibi faktorler primordiyal hiicre biiyiimesini arttirmaktadir.
BMP-4 primordial folikiil yasamini attirmakta ve primordiyal-primer folikiil
gecisinde rol almaktadir (53). GDF-9 yoklugu follikulogenezi primer folikiil
siirecinde bloke etmektedir (54).

Primer Folikiiller

Puberteden itibaren cesitli unsurlarin etkisiyle oositler ve bunlara eslik eden
folikiil hiicreleri bir biiylime evresine girerler. Bilylimenin ilk isareti yassi folikiil
epitel hiicrelerinin kiibik hiicrelere doniismesidir. Bu asamada folikiil primer folikiil

adin alir (55).
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Primer folikiiller, primordiyal folikiildeki primer oosit, folikiil hiicreleri ve
bunlar1 g¢evreleyen stromal dokudaki degisikliklerin sonucu olarak gelisir. Primer
folikiilde, oositi ¢evresinde tek kath kiibik epitel ve bazal lamina bulunur. Ayrica,
primer folikiillerde ileride oositin etrafin1 saracak olan zona pellusida olugmaya
baslar. Primordiyal folikiillerden primer folikiillerin gelisebilmesi i¢in BMP4, BMP7
(Bone Morphogenic Factor 4,7) ve FGF7 (Fibroblast Growth Factor 7) gibi bazi
faktorlerin etkileri vardir (24,26,32,53,56,57).

Sekonder Folikiiller

Folikiil epiteli ve cevresindeki stroma, folikiillerin maturasyonu ile iliskili
olarak hem hiperplaziye hem de hipertrofiye ugrar. Bu komponentler solid,
multilaminar 6zellikteki sekonder folikiilii olustururlar. Folikiilde mitotik olarak aktif
olan graniiloza hiicreleri, ¢ok katli duruma gelirler ve hiicrelerin sikica paketlendigi
cok tabakal1 konsantrik bir sekil kazanirlar. Graniiloza hiicrelerin olusturduklari ¢ok
katli epitele stratum graniilozum adi verilir. Ayrica bu tip folikiillere multilaminar
primer folikiil de denir (24,32,43). Primer oositin ¢ap1 artar ve homojen, eozinofilik
ekstraselliiler bir tabaka halindeki zona pellusida, hiicrenin plazma membranini
gevreler (25).

Proteoglikanlardan zengin olan zona pellusida, hem oosit hem de graniiloza
hiicreleri tarafindan sentezlenir. Zona pellusida (ZP) folikiil i¢cindeki tireme hiicresini,
tubada ovulasyona ugramis yumurtayr ve klivaj asamasindaki embriyoyu korur.
Yalnizca ii¢ glikoproteinden olusur: Zona Pellucida 1,2,3 (ZP1, ZP2 ve ZP3) (35).

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

eksik fare zona pelusida olusturamaz ve disiler sterildir (58).

Antral Folikiiller

Sekonder folikiiller gelisimlerine devam ederken, graniiloza hiicreleri
arasinda bosluklar olusur. Bu bosluklarin igerisine folikiil sivist (likdr folikiilii)
bulunur. Graniiloza hiicreleri tarafindan {iretilen bu sivida glikozaminoglikan,
proteoglikan, 20 kadar ¢esitli enzim ve steroid-baglayan proteinler vardir. Ayrica,

liiteinazan hormon (LH), folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve bu hormonlarin
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salinimini diizenleyen progesteron, dstradiol, inhibin, folliostatin (folikiilostatin) ve
aktivin gibi steroid igerikli ¢6zlinmiis hormonlar bulunur. Folikiil sivis1 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 (~120um) ulasir ve biiylimesi durur. Ancak graniiloza
hiicreleri ¢ogalmaya devam eder (55). Folikiiller bu agsamadan sonra antral folikiil
ismini alirlar (23).

Bu evrede graniiloza hiicreleri mural ve kumulus hiicreler olarak degisime
ugrarlar. Antral kavitedeki graniiloza hiicreleri mural graniiloza hiicreleri olarak
adlandirilirlar. En fazla streoidojenik aktiviteye ve en fazla LH reseptOriine
sahiptirler (59).

Graniiloza tabakasi oositi ¢evreleyen bolge disinda her yerde hemen hemen
ayn1 kalinliktadir. Cevresel yerlesim gdsteren oosit etrafinda ise graniiloza hiicreleri
daha yogun bir sekilde birikerek bir tepecik olustururlar. Burada kiimiiliis ooforus
adin1 alan graniiloza hiicreleri ovulasyon sonrasina kadar oosit ile birlesik halde
kalirlar. Bunlar, mural graniiloza katina gore daha az LH reseptorlerine sahiptirler.
Oosit ile iligkili ve onu saran bir veya daha fazla tabakali graniiloza hiicreleri artik
korona radiata olarak adlandirilir ve ovulasyondan sonra da oosite eslik eder.
Ovulasyondan sonra korona radiata ile oosit, aralarindaki oluklu baglantilar
araciligiyla stirekli temasta olduklarindan dolay1 birlikte kiimiiliis oosit bileskesi
(kompleksi) (COC) olarak adlandirilir (23). Antrumu cevreleyen graniiloza
hiicrelerine ise membrana graniiloza denir (2,12, 23,24).

Ovulasyona yakin donemlerde folikiiliin son gelisim evresi olan olgun folikiil,
10 mm veya daha biiylik bir ¢apa ulasan folikiillerdir.Bu folikiiller Graaf folikiilii
olarak adlandirilir. Bu folikiiller, ¢ok biiylik oldugundan dolay1 over korteksinin
kalinlig1 boyunca uzanip bir miktar da overin disina dogru ¢ikinti yapar. Yaklasik
olarak overin biiyiikliigiine yakin boyuttadir. Bu esnada graniiloza hiicrelerinin mitotik
aktiviteleri azalir. Graniiloza hiicrelerini teka internadan ayiran folikiil bazal laminasi,
kalinlagarak membrana vitrea adin1 alir. Bu donemde oositin biiylimesi, folikiil
hiicrelerinin ¢ogalmasi durur. Primer oosit ¢ekirdegine, vezikiila germinativa (GV),
nukleolusuna ise makula germinativa denir. Primer oosit sitoplazmasinda ¢ok sayida

vitellin graniiller bulunur (2,10,12, 17, 23, 26, 60).
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Ovulasyon
Ovulasyon, sekonder oositin Graaf folikiiliinden atilmasi olayidir. Herhangi
bir menstruel siklusta ovulasyonda atilacak olan folikiil, cok sayida primer folikiil
arasindan, siklusun daha ilk giinlerinde se¢ilir. Ovulasyon esnasinda oosit, germinal
epitel de dahil tiim folikiil duvarini geger. Menstruel dongiliniin tam ortasinda
gerceklesen sekonder oositin salinimi bir takim hormonal degisimlerin ve enzimatik
olaylarin etkisiyle gerceklesir. Bu olaylar sdyle siralanabilir:
- Folikiil sivisinin basing ve voliimiinde artis.
- Aktive olan plazminojen araciligiyla folikiil duvarinin enzimatik
proteolizi.
- Oosit kumiiliis kompleksi ve stratum graniilozum arasinda hormonal
olarak kontrol edilen glikozaminoglikanlarin yerlesmesi.
- Prostobezinler tarafindan tetiklenen teka eksternadaki diiz kas
liflerinin kasilmasi.
Ovulasyondan hemen once folikiiliin ¢ikinti yaptig1 ovaryan yiizeyde kan
akimi durur. Germinal epitelin bu bélgesine makula pellusida veya stigma adi verilir.
Folikiil bu bolgeden riiptiire olurak oosit, korono radiata ve kumulus ooforus

hiicreleri ile saril1 halde karin bogluguna atilir (23).

Korpus Luteum

Ovulasyondan sonra, folikiiliin graniiloza ve teka interna hiicreleri, korpus
luteum (sar1 cisim) denilen gegici bir i¢ salgi bezini olusturmak iizere yeniden
diizenlenirler. Korpus luteum overin korteks bolgesinde goriliir. Folikiil sivisinin
bosalmasi ile folikiil duvar1 kivrimli bir hal alir. Folikiil bosluguna bir miktar kanama
olduktan sonra kan pihtilagir (koagulasyon) ve daha sonra yerini bag dokusu alir. Bu
bag dokusu ile birlikte giderek ortadan kaldirilan kan pihtis1 artiklart korpus
luteum’un en i¢ kismini olusturur.

Ovulasyondan sonra graniiloza hiicrelerinin boyutlarinda bdliinmelerine
karsin biiylik bir artis olur (20-35 pum c¢apinda). Bunlar korpus luteum
parankimasinin yaklasik %80’ini olusturur. Bu hiicreler graniiloza liitein hiicreleri
olarak adlandirilirlar. Bu hiicreler, steroid salgilayan hiicrelerin genel yapisal

ozelliklerine sahiptirler.
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2.4. Folikiiler Atrezi
Overlerde dogum sirasinda sayilar1 milyonlarla ifade edilen ve ¢esitli gelisim

evrelerinde olan folikiil bulunur. Her menstriial siklusta birden c¢ok folikiil gelisir.
Ancak olgun bir folikiil, pargalandiginda ve COC atildiginda geride kalan
olgunlagmakta olan folikiiller, ovaryan folikiiler atrezi ismi verilen bir siire¢ ile
ortadan kaybolurlar. Atrezi graniiloza hiicrelerinin apoptozu araciligiyla meydana
gelir. Fetal gelisim, erken postnatal yasam ve pubertede ¢cok sayida folikiil atreziye
ugrar. Folikiiller atreziye ugrarken ilk basta oosit kisimlar1 daha sonra da folikiil
hiicreleri dejenere olur. Atreziye ugrayan primordial folikiillerin yerini stromal bag
dokusu alir. Gelisen folikiillerin atrezisi ise daha kompleks bir olaydir. Bu olaylari
siralarsak;

» Oosit kismi dejenere olur.

» Mitoz durur ve graniiloza hiicreleri arasinda endoniikleazlar ve
hidrolitik enzimlerin ekspresyonu goriliir.
Notrofil ve makrofajlarin graniiloza tabakasina invazyonu.
Folikiil antruma graniiloza hiicrelerinin dokiilmesi.

Vaskiilarize bag dokusu dizisi ile graniiloza tabakasinin invazyonu.

vV V V V

Otolitik degisikliklere dayanikli olan zona pellusida ise makrofajlar
tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldirilir.
» Teka interna hiicrelerinin hipertrofisi.
» Folikiil kollapsi.
» Folikiil kavitesinin i¢ine bag dokusunun invazyonu (2, 24, 26, 30,35).
Folikiiler atrezi siirecini bir ka¢ gen diizenlemektedir. Bunlardan bir tanesi
gonodotropinlerin indiikledigi ndral apoptoz inhibitdr protein (NAIP) dir. Bu protein,
graniiloza hiicrelerinde apoptoz degisikliklerini inhibe eder. NAIP gen ekspresyonu
bliyiiyen folikiillerin tiim evrelerinde mevcuttur. Fakat atreziye ugramis folikiilde
yoktur. Gonodotropinlerin yiiksek diizeyi, overlerde NAIP nin ekspresyonunu
arttirmasti ile ovaryan folikiillerde apoptozu inhibe eder.
Oositler, dejenerasyon ve otoliz ile iligkili degisikliklere ugrar ve artiklar
makrofajlar ile fagosite edilir. Zona pellusida iligkili oldugu hiicrelerdeki otolitik
degisikliklere direnglidir. Folikiiler kavite icinde yavas¢a bozulur ve katlanip kollabe

olur. Bag dokusundaki makrofajlar, dejenere hiicrelerin artiklarin1 ve zona
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pellusidanin fagositozunu saglar. Folikiil hiicreleri ile teka interna arasindaki bazal
membran folikiil hiicrelerinden ayrilabilir ve kalinlig1 artar. Cams1 membran adi
verilen dalgali1 hiyalin tabaka olusur.

Teka interna hiicrelerinin genislemesi bazi atretik folikiillerde meydana gelir.
Bu hiicreler teka lutein hiicrelerine benzerler ve bag dokusuyla ayrilmig diziler
seklinde radial olarak diizenlenen organizasyon gosterirler. Bag dokusunda zengin
kapiller ag gelisir. Bu atretik folikiiller, korpus luteuma benzemekte ve korpora lutea
atretika ismi verilmektedir (23).

Menstriial siklus basinda artan FSH konsantrasyonlar1 ile bir folikiil
midsiklusta artan miktarda Gstrojen iiretimini saglar ve maturasyona ulasir. Feedback
mekanizma ile FSH sekresyonu diismesi sonrasinda folikiiller apoptoza ugrar ve
atrezi gerceklesir (61, 62, 63). Graniiloza hiicrelerinde apoptoza neden olan
mekanizmalar tam olarak bilinmemekle beraber; 1. Apol/ ¢d95 (Fas),
kaspazlar,timdr nekroz faktor (TNF),p53,prohibitin, interferon (IFN),endothelin gibi
birgok molekiilii ilgilendirir. 2.Gonadotropin,insiilin like growth factor (IGF-
1),interlokinf (IL-1 beta),epidermal growth faktdr (EGF), b fibroblast growth factor
(FGF), Bcl-2 gibi yasamsal faktorleri ve transforming growth factor (TGF-beta), IL-
6, androjen, bax, reaktif oksijen tiirleri, p53, TNF ve kaspazlar gibi atretojenik
faktorleri gorev alir (64, 65, 66). 3. Bu molekiiller arasindaki denge ile 6liim ve

yasam sinirt ¢izilir (62).

Luteoliz

Luteoliz veya korpus luteumun regresyonu, insanda kadin iireme siklusunun
sonudur. Luteoliz hem fonksiyonel hem de morfolojik bir siire¢ olup progesteron
tiretiminde azalma ile karakterizedir. Morfolojik olarak luteoliz korpus luteumun
hiicresel yapisinda bozulma ve over bag dokusunda kiigiikk bir skar olusumu ile
karakterizedir. TNF, Fas/Fas Ligand, kaspaz 3, Bax, prohibitin, BMP ligand (BMP)
ve reseptorleri gibi bir cok molekiil yapisal luteolizde rol alir. Bu molekiillerin olayla
ilgisi iki inceleme ile desteklenir. Birincisi; apoptoz ve luteoliz arasindaki gecici
iliski. Ikincisi; luteoliz ile korpus luteumda TNF ve Bcl2/Bax oram gibi bazi

molekiillerin ekspresyonunun degismesidir (67).
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2.5. Apoptoz

Apoptoz terimi ilk defa Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972 yilida hiicre
6limiiniin degisik bir sekli olarak ortaya atilmistir (68).

Apoptoz olusan hiicreler komsu hiicreler ve ekstraseliiler matriksten ayrilirlar.
Hiicresel iskelet’ in aktif olarak kaspazlar tarafindan par¢alanmasini takiben hiicrede
voliim kayb1 ve biiziisme gergeklesir. Apoptoz’un en 6nemli 6zelliklerinden birisi,
topoisomeraz II ve Deoksiriboniikleaz (DNAz 1 ve II) tarafindan DNA’nin
intranukleozomal parcaciklara ayrilmasidir. Bu enerji bagimli aktif bir mekanizma
olup nekrozdaki parcalanma tamamen pasif bir olaydir. Olayin sonunda komsu
hiicreler ve fagositler, apoptotik cisimcik olarak adlandirilan cisimcikleri
inflamatuvar cevap gelismeyecek sekilde fagosite ederler (69,70).

Isik mikroskobisinde, apoptozun erken basamaklarinda hiicre biiziilmesi ve
piknoz gozlenir. Hiicre biiziilmesi sonrasinda hiicrelerin sitoplazmalari yogunlasir ve
sikica paketlenir. Hematoksilen ve eozin boyamasinda Apoptoz olusan hiicre koyu
eozinofilik sitoplazmaya sahip yogun mor niikleer fragmanlar iceren yuvarlak ya da
oval sekilli hiicrelerdir.

Piknoz kromatin yogunlagsmasi olup apoptozun en karekteristik 6zelligidir.
Plazma membraninda balonlagsma sonrasi karyoheksiz meydana gelir. Apoptotik
cisimcikler niikleer fragmanlar iceren veya icermeyen sitoplazma paketleri olup
yogun sekilde paketlenmis organeller igerir. Bu cisimcikler makrofajlar ya da
parankim hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Apoptoz olusmasinda ve ya da
apoptotik cisimciklerin ortadan kaldirilmasinda inflamatuvar reaksiyon olmaz.
Ciinkii apoptoza ugrayan hiicreler iceriklerini kendilerini g¢evreleyen interstisyel
alana salmamaktadir. Bu maddeler ¢evre hiicreler veya makrofajlar tarafindan hizla
ortamdan uzaklastirilmakta ve fagositik hiicreler inflamatuvar sitokinler
iiretmemektedir (71).

Nekroz apoptotik hiicre 6liimiine alternatif bir yoldur. Toksik uyar: hiicreye
ulagir ve enerji gerektirmeyen bir siireg ile hiicre 6liimii ger¢eklesir. Konvansiyonel
metodlarla nekroz ve apoptoz her zaman birbirinden ayrilamayabilir. Nekrotik hiicre
Olimii iki mekanizmayla yonetilir. Hiicrenin enerji yolaginin kesilmesi ve hiicre
membran biitiinliiglinlin bozulmasi. Nekrozda gerceklesen morfolojik degisiklikler

hiicre sismesi, sitoplazmik vakuoller ve distandii endoplazmik vakuoller olugsmasidir.
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Sitoplazmik tomurcuklar, yogunlasmis, sismis, ruptiire olmus mitokondri ve
ribozomlarin ayrilmasi, organel membran biitiinliigiiniin bozulmas1 ve lizozamlarin
rliptiire olmas1 bu slirecte gozlenir. Hiicre membran biitiinliigliniin bozulmasi ile
hiicresel icerik interstisyuma dokiiliir. Olusan kemotaktik sinyaller ¢evrede
inflamatuvar bir olay olusturur. Nekroz siirecinde hiicrelerde piknozis ve karyoheksiz
de gozlenebilir (71).

Apoptoz lic mekanizma ile agiklanmaya ¢alisiimaktadir: (Sekil 9)

1- Hiicre ylizey reseptorlerine 6liim sinyalinin baglanmasi (6liim reseptor
aracil).
2- Hiicre i¢i sinyallerden apoptoz mekanizmasinin tetiklenmesi

(mitokondri aracili).

3- T Hiicreli sitotoksisite ve perforin-granzim bagimli hiicre

olumii(kaspazlar aracil).

Perforin granzim yolagi apoptozu granzim A ve granzim B araciligiyla
indiikleyebilir. Ug¢ yolakta zaman zaman birleserek birbirini etkileyebilir. Ug yolakta
ayni son noktada bulusur. Bu yolak kaspaz 3 aktivasyonu ile baglatilir ve
deoksiriboniikleik asit (DNA) kirilmasi, hiicre iskeleti ve niikleer proteinlerin
degradasyonu, proteinlerin ¢apraz baglanmasi, apoptotik cisimciklerin olusmasi ve
fagositik hiicrelerin ligandlarinin olusmasi ile sonuglanir. Bu mekanizmalarin disinda
granzim A yolag1 kaspaz bagimsiz bir mekanizmayla tek sarmal DNA hasar1 yaparak

hiicre 0limuni indikler.

2.5.1. Overlerde Apoptoz

Omurgali hayvanlarin overleri hayat boyunca oldukc¢a dinamik bir siireg
gecirirler.  Folikiillerin ~ %99’u  baglica  graniiloza  hiicrelerde  apoptoz
mekanizmalariyla atreziye ugrar ve ¢cok az kismi ovule olur. Walther Flemming 1885
yilinda tavsan over folikiilii graniiloza hiicrelerinde kromatoliz ad1 verilen bir olayin
folikiilii atreziye soktugunu tespit etmistir. Kromatoliz sonrasi 6len hiicreler, hiicresel
kirilma ile sonuglanan hiicresel ve niikleer kondansasyon gecirirler. Bu agamalar
simdi apoptozun morfolojik karakteristikleri olarak bilinmektedir (68). Gavrieli ve
ark.(72) oligoniikleozomal DNA kirilmasini tanimlamislardir. Bu olay atretik fare
folikiillerinin graniiloza hiicrelerinde apoptoz i¢in patognomoniktir. Bundan sonra

insaninda aralarinda bulundugu ¢esitli tiirlerde aragtirmalar yapilmig ve folikiiler
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atrezide graniiloza hiicrelerinin apoptozuna yardimci rolii onaylanmistir. Solomon
Zuckerman 1951 yilinda overlerin siirli sayida folikiile sahip oldugunu séylemistir.

Bu hipotez yakin zamanda yapilan aragtirmalarda sorgulanmaktadir (62, 73).

radvasyon, tgksin, hipoksi vh. }'ula El
1 Sitotoksik T hiicreleri
oliim reseptdri = l

oK \
adaptirler mitokondrial degisiklikler(MPT) ; ‘M
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l

kaspas 10 SET komplelksi
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apoptotik cisimlerin olujumu

Sekil 2.6. Apoptoz mekanizmalari

Fizyolojik kosullar altinda apoptoz, ovaryan folikiil’de {ii¢ hiicre tipinde
goriiliir. Graniiloza hiicrelerinde ve luteal hiicrelerde apoptoz siklikla eriskin
donemde olurken, oositlerde apoptoz fetal hayatta gozlenir. Oositlerde apoptoz on
liclincii haftada baglar ve on dort-yirminci haftalar arasinda en {ist seviyeye ulasir. Bu
donemden sonra doguma kadar giderek azalir. Postnatal oositlerde apoptoz
izlenmemektedir (74).

Morfolojik olarak bakildiginda overlerde fetal ve erigskin hayat boyunca
apoptoz vardir. Fetal hayat boyunca apoptoz oositlere lokalize iken erigkin hayatta
sekonder ve antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde tespit edilebilmektedir.
Hipotetik olarak folikiillerin over rezervinin tiiketilmesi apoptoz yoluyla olmaktadir
(62) (sekil 10).

Hiicre oliimii ve yasamu ile ilgili sinyaller arasi denge folikiiliin kaderini
belirler. Atrezi hizinda anormal hizlanma fertiliteyi negatif olarak etkiler. Insan
oogenezinde apoptoz ultrastrukturel degisiklikleri iki mayotik fazi ilgilendirmektedir.

Erken olan oogonia ve oositleri ilgilendiren preleptoten fazi ve oositi ilgilendiren
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pakiten fazi. (75). Atretik oositlerde nukleolar parcalanma, sitoplazmik ve nukleolar
kondensasyon, apoptotik cisimcik olugsmasi ve nukleer membranda kromatin dizilimi
olmaz. Bunun yerine atretik oositlerde erken morfolojik degisiklikler graniiloza
hiicrelerde retraksiyon, oosit mikrovillilerinde azalma ve mitokondride kristalarin
kaybi ile kondensasyondur. Bu degisiklikler graniiloza hiicrelerde apoptoz baglamasi
ile birlikte olur. Graniiloza hiicrelerin bir¢ogunun kaybi ile beraber daha siddetli

degisiklikler olusur. Bunlar oositin segmentlere ayrilmasi ve sitoplazmik

vakulizasyondur (76).
=== Fetal Hayat Eriskin Hayati
=0 0sit apopitozu Graniiloza hiicre apopitozn
=P Fudovment P \Maturasyon P Atrezi =
Lrecruitment |

Oosit Primordiyal Primer folikiil Sekonder folikil Qlgun folikil — Atretik folikiil
folikiil

Sekil 2.7. Fetal ve eriskin yasamda ovaryan folikiil gelisimi ve apoptoz (62).

Folikiil Gelisiminin Dinamikleri

Insanlarda over folikiil rezervi fetal hayatta belirlenmektedir. Oositlerin en az
ticte ikisi fetal hayatta apoptoz ile 6lmektedir. Apoptoz over fonksiyonu ve gelisimi
icin gereklidir. Fetal hayatta apoptoz baslica oositleri etkilemektedir. Hipotetik
olarak folikiillerin over rezervinin tiiketilmesi; 1. Mayotik anomalilerin yok edilmesi
icin kalite kontrolii. 2. Komsu hiicreler tarafindan iiretilen yasamsal faktorlerin

eksikligi 3. Kendi kendini kurban etme mekanizmalar ile gergeklesmektedir (77).

2.6. Apoptoz Degerlendirmesinde Kullanilan Yontemler

Apoptoz birbiriyle baglantili, kompleks ve kontrollii bir siiregtir. Apoptoz ve
nekroz oOzelliklerinin birbiriyle karismasi isi daha da karmasik hale getirmektedir.
Hiicre Oliimiiniin kinetiginin anlagilmasi olduk¢a oOnemlidir. Bazi proteinler (6r:

kaspazlar) gecici olarak eksprese edilirler. Apoptoz siirecinde olusan apototik
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hiicreler hizla ortadan kaldirilmaktadir. Apoptozun baslamasindan bitmesine kadar
gecen siire ti¢ saat kadar kisa olabilir. Dolayisiyla bir metod ¢ok erken olabilirken bir
metod ise oldukca gec¢ kalabilmektedir. Baz1 dokularda ise apoptoz oldukca az
siklikta gozlenmektedir. Genel olarak hiicre 6liimiinde detayli bilgi alinmasinda,
planlanan deneyde toksin maruziyetinin siiresi, test edilen maddenin konsantrasyonu
ve testin son noktasi olduk¢a onemlidir.

Apoptoz testleri bes ana kategoriye ayrilir.

1- Sitomorfolojik degisiklikler

2- DNA kirilmasi

3- Kaspazlarin, yikim iiriinlerinin, diizenleyici ve inhibitorlerin tespiti

4- Membran degisiklikleri

5- Mitokondrilerde apoptoz tespiti

Sitomorfolojik Degisiklikler

Hematoksilen ve eozin ile boyanmis prepratlarda 11k mikroskopide apoptoz
olusan hiicreler gozlenebilir. Bu metodla tek bir apoptoza ugrayan hiicre
gozlenebilirken diger metodlarla apoptoz olusan hiicrelerin gosterilmesi gereklidir.
Apoptozun morfolojik olaylarinin oldukca hizli gerceklesebilmesi ve hizla fagosite
edilmesinden dolay1 baz1 dokularda apoptoz oldukca ilerledikten sonra belirlenebilir.
Ek olarak bu metodla apoptoz olduk¢a gec bir sathada tespit edilebilir ve erken
sathalar kagirilabilir.

Epoksi resine gomiilmiis bloklardan alinan ince kesitlere toulidin mavisi ve
metilen mavisiyle boyanma yapildiginda olduk¢a yogun boyanmis apoptoz olan
hiicreler gozlenebilir. Bu metod, apoptoz esnasinda sitoplazmada ya da niikleusta
gozlenen yogunluklarin gozlenmesi temeline dayanir. Fakat kiigiik apoptotik
cisimcikler tespit edilemeyebilir veya biiyiikk sitoplazmik graniiller yanlislikla
apoptotik cisimcikler olarak diisiiniilebilir. Ek olarak islem esnasinda antijenite
kaybindan dolayr aymi dokuda enzimatik ya da immiinohistokimyasal metod
kullanilamayabilir. Fakat bu doku, transmisyon elektron mikroskopide kullanilabilir.

Transmisyon elektron mikroskopi (TEM), apoptozun belirlenmesinde altin
standart metod olarak kullanilmaktadir. Eger bir doku apoptoz icin belirgin 6zellikler

gosteriyorsa bu hiicrede apoptoz var denilebilir (78).
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Bu o6zelikler;

1- Elektron dens nukleus

2- Nukleer kirillma

3- Disentegrasyon fazinda intakt bir membran

4- Sitoplazmik organellerde bozulma

5- Biiyiik niikleer vakuoller

6- Hiicre ylizeyinde tomurcuklar

Apoptoz siireci ilerledikge bu hiicreler, hiicreden hiicreye adezyonlarini
kaybederler ve komsu hiicrelerden ayrilirlar. Apoptozun son donemlerinde hiicre
apoptotik cisimciklere ayrilir ve bu cisimcikler sitoplazmik organeller ve/veya
niikleer kiriklar icerebilir.

Apoptotik cisimciklerin fagositozu TEM ile gosterilebili. TEM’ in
dezavantajlar1 yiiksek maliyeti, zaman gerektirmesi, bir anda olduk¢a kiigiik bir
alanin degerlendirilmesi, apoptoz 0Ozellikleri gosteren hiicrelerin hizla ortadan

kaldirilmasi ve apoptozun ¢ok erken donemlerde tespit edilelememesidir.

DNA Kirilmasi

DNA Laddering teknigi apoptozun endonukleaz yikim iriinlerinin
gosterilmesi i¢in kullanilir. Bu metod par¢alanmis hiicresel homojenatlardan DNA
ekstraksiyonu sonrasi jel elektrofezinden gegcirilmesiyle saglanir. Bu sekilde her biri
180 bazlik baz ciftleri igeren DNA Ladder’ ler elde edilir. Bu metod apoptoz i¢in
gosterilecek az sayida hiicre varsa, uygun degildir. DNA kirilmasi apoptozun son
basamaklarinda olusmasi nedeniyle bu fragmanlarin olmamasi apoptoz olmadigini
gostermez. Ayrica nekrotik hiicrelerde niikleer kirilmalar gosterebilir. Islem
esnasindada niikleer kirilma olusabilir.

TUNEL (Terminal dUTP Nick End Labeling), endoniikleaz yikim iiriinlerini
ve DNA kiriklarii terminal kisimlardan isaretleyerek belirler. Terminal transferaz
enzimi isiaretlenmis UTP (uridin trifosfat)’ yi DNA’ nin 3- terminal noktasindan
isaretler (79). Takibinde Dutp (deoksiuridin tri fosfat) bir¢ok propla isaretlenebilir ve
boylece 151k mikroskopi ile tespit edilebilir sekle gelir. Uc saat iginde
degerlendirilebilir. Bu metodun dezavantajlar1 maliyeti ve bu metodla tespit
edilebilmesi i¢in gereken DNA kirig1 sayisinin tam olarak bilinmemesidir. Ayrica

nekrotik hiicrelerde olusan DNA kiriklar1 ve tamir ve gen transkripsiyonu esnasinda
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olusan DNA kiriklar1 islemde yanlis pozitiflige neden olabilir. Bu nedenle baska

metodlarlar ile desteklenmelidir.

Kaspazlar, Yikim Uriinleri, Diizenleyici Ve Inhibitorlerinin Tespit Edilmesi

Su an tetkik edilebilen on ii¢ tane bilinen kaspaz (prokaspaz ya da sistin
kaspaz) vardir. Bunlardan bagka immiinohistokimyasal yontemle fosforile
histonlardan isaretlemekle de belirlenebilir (80). Florasanla isaretlenmis kaspaz
inhibitorleri ile de hiicre i¢inde aktif kaspazlar tespit edebilir. Kaspaz aktivasyonu
Western blot, immiinpresipitasyon veya immiinohistokimyasal yontemlerle tespit
edilebilir. Prokaspazlar ve aktif kaspazlar i¢in bir ¢ok poliklonal ya da monoklonal
antikor vardir.

Hiicre lizisi sonrasi serbestlesen kaspazlari, antikaspazlarla isaretleyerek
florasan yontemle tespit edebilen yontem vardir.. Bu yontem baslangi¢ ya da infaz
edici yolaktaki kaspazlari tespit edebilir. Bu metod ortamda apoptoz oldugunu
gosterirken apoptozun nerede oldugunu gostermemektedir. Bir diger dezavantaj1 ise
kaspaz aktivasyonu daima apoptoz olacagin1 gdstermemektedir. Ayrica kaspaz ailesi
icerisindeki iiyeler arasindaki benzerlikler duyarlilig1 azaltmaktadir.

PCR(polimerase chain reaction) teknigi apoptoz siirecinde rol alan 112 geni
tespit eden bir yontemdir. PCR yoOntemiyle bu siirecte yer alan gen profilleri

reseptorleri, intraseluler reseptorler, ligandlar tespit edilebilir.

Membran Degisiklikleri

Apoptoz hiicrelerde fosfotidilserin residiilerinin dig hiicre membranina dogru
eksternolizasyonu, anneksin V’ nin doku ve kiiltiirlerde tespit edilmesini saglar.
Apoptoz olan hiicreler FITC(Fluorescein isothiocyanate) ile isaretlendikten sonra
florasan mikroskopi ile gosterilebilir. Bu metodun avantaji yiiksek sensitivitesidir.
Dezavantaji ise nekrotik hiicrelerin isaretlenebilmesidir. Dolayisiyla burada kritik
nokta fosfotidilserinle isaretlenmis hiicrelerin membran biitiinliigliniin devam
ettiginin gosterilmesidir. Nekrotik hiicrelerde membran biitiinliigiiniin bozulmus
olmast nekrozun patagonomik Ozelligi olmasi nedeniyle niikleuslar membran
permeabilitesi artmig hiicrelere girebilen tripan mavisi gibi boyalarla boyanabilir.
Boyay1 alan hiicreler biiziisiir ve koyu bir sekilde boyanir. Dolayisiyla bu boyalarla

boyanmayan hiicreler apoptoz olan hiicrelerdir.
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Mitokondrial Testler

Mitokondrial testler ve sitokrom c salinmasinin gdosterilmesi apoptozun
intrinsik yolunun erken basamaklariin gosterilmesinde kullanilabilir. Laser scanning
konfokal mikroskop oldukca ince mikroslaytlar olusturarak zaman igerisinde intakt
hiicrelerde olugan molekiiler olaylari anlamamiza yardimci olur. Bu metodla
mitokondrial membran transizyonu, i¢ mitokondrial membran depolarizasyonu,
mitokondrial redoks durumu ve Ca girisi gosterilebilir. Bu metodun dezavantaji bu
degisikliklerin nekrotik siliregte de olusabilmesidir. Apoptoz esnasinda dis
mitokndrial membrandaki elektrokimyasal gradiant kaybolur ve bu da florasan
katyonik boyalarla gosterilmesine izin verir. Saglikli hiicrelerde lipofilik boya
mitokondride toplanir ve florasan yontemle tespit edilebilir hale gelir. Apoptoz olan
hiicrelerde dis mitokondrial memmbranda elektrokimyasal gradient kaybolur ve
katyonik boya sitoplazmaya akar.

Sitokrom ¢ salinimi1 yasayan ya da fikse hiicrelerde florasan ya da elektron
mikroskopi ile gosterilebilir. Apoptotik ya da apoptotik olmayan hiicrelerde Bax,
Bid, bcl2 florasan ya da konfokal mikroskopi ile gosterilebilir.

2.7. Prematiir Over Yetmezlik (POY)

Menopoz ortalama olarak ellili yaslarda baglar (81). Kadinlar hayat
sikluslarinin iicte birini menopozda gecirmektedirler. Menopoz yasi sigara ic¢imi,
alkol tiiketimi, aile hikayesi, diisiikk sosyoekonomik diizeyle iliskilidir. Sigara
kullanim1 miktar ve siiresi ile iliskili olarak dogal menopozun ortalama olarak 1-2 yil
daha erken goriilmesine neden olmaktadir (82). Menopozla beraber vajinal kuruluk,
libidoda azalma nedeniyle seksiiel davranmista azalma olmaktadir (83). POY , 40
yasindan Once adet kanamalarinin kesilmesi, hipodstrojenizm bulgularin ortaya
¢ikmasi ve gonodotropinlerin artisiyla karakterizedir. POY prevalanst 40 yas alti
popiilasyonda %1,2 otuz yas alt1 popiilasyonda %0,1 dir (84).

POY insidans: etnik kokene gore de farklilik gosterir; Katkas irkinda %1,
Afrika ve Amerika ‘da %1.4 , Hispanik %1.4, Cin %0.5 ve %0.1 Japon 1rkinda
goriiliir (85). Primer amenore ile bagvuran olgulardaki prevalansi %10-28 iken,
sekonder amenore ile bagvuran olgularda prevalansi %18 olarak bildirilmistir (86).

Normal karyotipi olan POY hastalarinin 1/3 iinden fazlasinda pelvik
ultrasonografi de over folikiilleri gdozlenmektedir (87). Yaklasik yarisinda 50 pg/ml
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diizeyinde Ostrojen diizeyleri mevcuttur. Normal kadinlarin aksine POY hastalarinda
folikiil caplar Ostradiol konsantrasyonu ile uyumlu degildir. %20 POY hastas1 tani
aldiktan sonra normal over folikiil fonksiyonuna sahip olur. Dort ay igerisinde
spontan olarak ovulasyon yapabilir ve %50 si aralikli over folikiil fonksiyonlar
gosterir (88).

Overlerdeki oositlerin ¢esitli nedenlerden dolayr menopoz yasindan 6nce
tiikkenmesi erken menopoz veya POY olarak adlandirilir. POF, 40 yasindan 6nce
amenore, hipodstrojenizm ve yiiksek gonadotropin seviyesi ile seyreden bir
durumdur. POY igin 3 tanisal kriter mevcuttur (89).

» 4 aydan uzun siiren amenore,

» 40 yasindan kiigiik olmak

» En az bir ay ara ile iki sefer serumda belirlenen FSH seviyesi,
40mIU/ml ‘den fazla olmasi.

POY’lu kadmlarin biyokimyasal olarak serumlarina bakildiginda yiiksek
seviyede LH ve FSH gozlenirken, diisiik seviyede Ostrojen ve inhibin goriiliir. Bu
hormonlardan inhibin A dominant folikiillerden ve korpus luteumdan salinirken,
inhibin B ise antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinden salinmaktadir (90). Bununla
birlikte, POY’lu kadinlarin overlerinde proapoptotik genler daha fazla eksprese
edilirken antiapoptotik genler eksprese edilmez.

Infertil hasta popiilasyonunda POY, giin gectikce daha sik goriilmekte ve
over hiperstimiilasyonuna kotii yanith olgularin énemli bir oranini olusturmaktadir.
Bu hastalara uygulanan yiiksek doz over hiperstimiilasyon uygulamalarina ragmen
oosit elde etmede basar1 sansi oldukca diisiiktiir. Daha Onceleri prematiir over
yetmezligi geri doniisiimsiiz olarak diigiiniilmesine ragmen giiniimiizde kaynaklarda
%5-10 hastada ovulasyon ve gebeligin olusabildigi gorilmiistir (91). Bu
populasyonda gebelik kayip oranlar1 normal populasyona benzerdir. Gebelikte
spesifik hastaliklara neden olmaz (92).

Prematiir over yetmezligi over fonksiyonunun tamamiyle kaybindan daha
ziyade uygun fonksiyon gdstermemesi olarak diisiiniilmektedir. Spontan POY olan
hastalarda donor oositleriyle in vitro fertilizasyon sikluslar1 tedavi basar1 sansi

yiiksek olan tedavi secenegidir (93).
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Etyoloji

Iatrojenik ; Radyasyon maruziyeti, kemoterapi, ge¢irilmis over cerrahisi

Infeksiyon; Ciddi PID, fetiiste veya eriskinde kabakulak enfeksiyonu

Enzim eksiklikleri; Galaktoz 1 fosfat uridil transferaz eksikligi (Galaktozemi), 17
alfa hidroksilaz eksikligi, 17-20 desmolaz eksikligi

Genetik; sitogenetik; XO Turner sendromu, Mosaizm, X gen delesyonlar1 ve
inversiyonlari

Genetik;gen mutasyonlari: 2p FSHR gen, X geninde FRM1 geni

Otoimmiin

Idiopatik; POY hastalarinin %90’inda herhangi bir neden bulunanamamakta ve

idiopatik olarak adlandirilmaktadir.

Folikiil Azalmasi

Over folikiilleri dogumdan dnce meydana gelmektedir ve bu folikiiller folikiil
havuzunu olusturmaktadir. Germ hiicre migrasyonu, oogonia proliferasyonu,
mayozun baslamasindaki herhangi bir bozukluk bu folikiil havuzunun azalmas: ile
sonuglanir. Ailesel 46 XX gonadal disgenezide, germ hiicre migrasyonunda rol alan

genlerde somatik mutasyon folikiil havuzunun azalmasi ile sonuglanir.

Hizlanms Folikiiler Atrezi

Dogumda overlerde yaklagik bir milyon folikiil bulunmaktadir ve bu
folikiillerden yalnizca 400 tanesi ovule olmaktadir. Folikiillerin %99.9 apoptoz
olarak adlandirilan programli  hiicre Olimii ile atreziye ugramaktadir.
Gonadotropinler, dstrojen ve biiyiime faktorleri bu siirecte folikiillerde apoptozu
azaltirken TNF alfa, FasL ve androjenler apoptozun uyaranlari olarak bilinmektedir.
Overde programli hiicre Olimiinde artis idiopatik POY ‘un altta yatan

mekanizmalarindan birisi olarak diisiiniilmektedir (94).

Genetik Faktorler

Iki X kromozomu normal folikiiler olusum ve fonksiyon i¢in gereklidir.
Turner Sendromunda X kromozomu tam olarak yoktur ya da tama yakin yoktur. Bazi
Turner sendromlu olgularda kromozomda mosaizm ya da delesyonlar vardir. Tam
olarak X kromozumu olmayan Turner sendromlu hastalarda POY un en ciddi hali

bulunurken, delesyon ya da mosaizm olan olgularda daha hafif POY gelismektedir.
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Turner sendromu olan geng¢ kizlarin %10-20 sinde spontan puberte, %2-5 inde
spontan menstruasyonlar bildirilmistir.

Prematiir over yetmezliginden sorumlu tutulan genler astinlmistir. Xq
tizerinde POY lokusu oldugu gosterilmisitr. Xq21.3-q27 ya da Xq26.1-q27 olan
hastalarda 24-39 yas arast POY gelisirken Xq13.3-q21.1 olan olgularda 16-21 yas
aras1 POY gelismektedir (95, 96).

Frajil X mutasyonu tasiyicisi olan kadinlar fenotipik olarak normaldirler.
Fakat erken menopoza girmektedirler. Conway ve ark. (97) POY populasyonunda
Frajil X premutasyonlarini genel populasyona gore 10 kat daha siklikta bulmuglardir.
Galaktozemi, galaktoz 1 fosfat uridil transferaz enzim eksikligi sonucu gelisen
metabolik bir hastaliktir. Galaktozemili olgularin %81 inde prematiir over yetmezligi
gelismektedir (98). Altta yatan mekanizmalar icin fetal hayatta germ hiicre
migrasyonunun biriken galaktoz tarafindan bozulmasi sonrasi oogonia sayisinda
azalma, dogumdan sonra artan atrezi, biyolojik olarak inaktif gonadotropin olusumu,

One surilmektedir.

Radyoterapi ve Kemoterapi
Neoplastik hastaliklarin tedavileri ile kiir saglandik¢a, bu hastalarda gelisen

over toksisitesi nedeniyle POY gelismektedir (99).

Otoimmiin Durumlar

POY olgularmin %10-30 unda otoimmiin hastaliklar bulunmaktadir. immun
sistemle POY arasindaki iliskiyi diisindiiren bulgular: diger otoimmiin hastaliklarla
beraberlik, antiover antikorlarin varligi, ooforitin histolojik isaretleri, immiinoterapi
sonras1 geriye donmedir. POY ile iliskili otoimmiin hastaliklar arasinda Tip 1
Diabetes mellitus, Addison hastaligi, Poliendokrin Otoimmiinite, Hipotiroidi,
Pernisiy6z Anemi, Vitiligo, Myasthenia Gravis, Crohn Hastaligi, SLE (sistemik
lupus eritomatozus), RA (romatoid artrit) dir. Poliglandiiler organ yetmezligi tip 1
olan hastalarin %60 1nda over yetmezligi eslik eder.

Kaynaklarda POY olan ve gebelik arzusunda olan hastalara gonadotropin
tedavisi, Ostrojen tedavisi, klomifen tedavisi gibi bir¢ok ilag denenmesine ragmen

tedavide oosit donasyonuna alternatif olamamaistir.
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2.8. Vinylcyclohexene Diepoksid (VCD)

Vinylcyclohexene diepoksid (VCD)’nin kimyasal formiilii CsH;,0, molekiil
agirhigr 140.20 mg’dir. Bocek ilaci, lastik, kauguk ve plastik sanayisinde tiretilen
maddelerin 1,3-biitadian dimerizasyon formuna 4-vinylcyclohexene (VCH) adi
verilmektedir. VCD, VCH’nin metabolitidir. VCD sigara ve komiir dumaninda
bulunur.VCD, diepoksid ve epoksi resinleri i¢in aktif seyrelticidir (100, 101, 102,
103).

VCD ve VCH overlere toksik etki yapmaktadirlar. VCH sadece farelerin
overinde VCD ise hem fare hem de sican overlerine toksiktir. VCD sig¢anlarda
hepatik mikrozomal enzimlerle hizla toksik olmayan diollere metabolize olur. VCD’
nin primer ve primordial folikiilleri parcalamasiyla yetiskin siganlarda prematiir over
yetmezligine sebep olur. Bu toksisite, hipotalamus-hipofiz sistem araciligiyla
gergeklesmez. VCD direk olarak overlere toksiktir (104, 105, 106, 107).

VCD ile toksisite olusturmak i¢in tekrarlayan dozlarda ve belli bir siire
uygulanmas1 gerekmektedir. Otuz giin uygulamalarda kiigiik folikiillerin 6nemli
kayb1 (primordial, primer ve biiyiiyen folikiil) goriilmiistiir. Bununla birlikte kisa
stireli arastirmalarda primordial ve primer folikiil sayilarinda azalma ilk olarak on
ikinci giinde goriilmiistir. Bu zamanda biiyliyen folikiillerde degisiklik
goriilmemistir. VCD aracili ovotoksisite ilk olarak onuncu giinde goriiliir. Bu giinde
kontrol grubuna gore sagliksiz folikiillerin yiizdesi artarken énemli bir folikiil kaybi
goriilmez. VCD’nin meydana getirdigi sagliksiz folikiillerin goriintiisii kontrol
grubunda atretik folikiillerin goriintiisiine benzer (104, 108, 109).

VCD sigan ve fare primordial ve primer oosit sayisini selektif olarak azaltir.
Aragtirmalarda VCD’nin neden oldugu hiicre 6limii ve folikiil kaybinin apoptoz
yoluyla gerceklestigi belirtilmektedir ve apoptoza giren hiicrelerin iki hiicre i¢i sinyal
yolunu takip ettikleri belirtilmektedir (105, 109,110). Birinci apoptoz sinyal yolunda
VCD apoptoz mekanizmasinin ana komponenti olan kaspaz adi verilen sistein
proteaz ailesini etkileyerek folikiil kayiplarini gerceklesir. Kaspazlar, inaktif onciil
(prokaspazlar) olarak eksprese olurlar ve proteolitik yariklanmay1 aktive ederler.
Proapoptotik sinyaller kaspaz-2, -8 ve -9 gibi baslatic1 kaspazlar1 aktive eder. Bir kez
aktivasyon oldugunda baslatici kaspazlar, yiiriitiicii kaspazlara yapisir ve onlari

aktive ederler (kaspaz-3, -6 ve -7) (111, 112, 113, 114).
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2.8.1. VCH/VCD ve Toksikoloji Arastirmalari

NTP (National Toxicology Programme) arastirmasinda disi ve erkek sican ve
farelere 2 yil siiresince oral yolla VCH ya da dermal yolla VCD uygulanmistir. VCH
uygulanan hayvanlarda over neoplazmlarda, malign lenfomada ve akcigerlerde
bronkoalveolar kanserlerde ve klitoral kanserlerde artig saptanmigtir. VCD uygulanan
hayvanlarda deride ¢ok nadiren neoplazm (skuamoz hiicreli karsinom ), overlerde
neoplazmda artis ve akcigerlerde bronkoalveeolar adenom ve karsinom artis
olmustur. Diger dokularda VCD nin toksik etkisine rastlanmamaisgtir (102). Oral veya
dermal VCD uygulanan sicanlarda on ii¢ haftada over ve uterus atrofisi olusmustur.
Aragtirmanin sonunda overlerde herhangi bir folikiil veya korpus Iluteum
gbzlenmemistir. Erkek siganlarda germinal epitelde dejenerasyon olusmustur (59).

Disi Fischer 344 tiirsiganlara 25 giin VCD uyguladiktan dort ay sonra overler
icerisine  DMPA  (Dimethylbenz[a]anthracene) (sigara dumaninda bulunur.)
uygulandiginda ii¢ ay icerisinde %42, bes ay sonrasinda %57 oraninda Sertoli Leydig
hiicreli seks kord stromal tiimor gelisimi bildirilmistir (267). Su ana kadar insanlarda
VCD iliskili kanser bildirilmemistir.

VCH maruziyetinde kalan endiistriyel iscilerde nazal irritasyon, basagrisi
sikayetleri bildirilirken, VCD maruziyeti sonrasinda hafif orta diizeyde dermal

irritasyona bagh sikayetler bildirilmistir (115).

VCH ve VCD Metabolizmasinda Karacigerin Rolii

4-vinilsikloheksen (VCH), hepatik CYP 2A (cytochrome P450) ve 2B ile
monoepokside (VCM) ve takiben ovotoksik diepoksid metobolitine (VCD)
biyoaktive olur (Sekil 12).

VCH aracili over toksisite, diepoksid metoboliti (VCD)’ nin
bioaktivasyonundan kaynaklanmaktadir (116, 117). VCH, 1,2 veya 7,8-monoepoksid
(VCM) in her ikisine de ve takiben sitokrom P450 (CYP 450) enzimi yoluyla VCD’
ye biyoaktive olur. VCH aracili over toksisite i¢in VCD’ ye biyoaktivasyon
gereklidir.

VCH biyoaktivasyonunda CYP2A ve 2B cok onemlidir. (118) VCH nin
overe toksik VCD ye biyoaktivasyonu karacigerde olmaktadir. Hepatik mikrozomal
CYP 2A ve CYP 2B enzim aktiviteleri VCH ve VCD maruziyetini takiben artar
(119, 120).
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VCH nin VCD ye biyoaktivasyonu
ve Mikrozomal Epoksid Hidrolaz (mEH)
tarafindan VCD nin detoksifikasyonu
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Sekil 2.8. VCH’nin metabolize olmasi

Yapilan arastirmalarda kloramfenikol- CYP 450 inhibitorii- uygulandiginda
kan 1-2 VCH konsantrasyonlar1 azalmistir (112). CYP 2A ve 2B ye antikorlarla bu
enzimler inkiibe edildigi zaman VCH nin epoksidasyonunun azaldigi gosterilmistir
(121). CYP2ET eksik farelerde 1-2 VCH epokside ya da 1-2 VCH epoksidin VCH ye
konversiyonu bu enzim olan farelerle benzer oranda olmaktadir. Bu bulgular
karacigerde CYP2EI in metabolizmada gerekli olmadigini diisiindiirmektedir (122).
VCD karacigerde glutatyona baglanarak viicuttan uzaklastirilmaktadir (123).

VCH ve VCD Metabolizmasinda Overlerin Rolii

VCH nin biyoaktivasyonunda rol alan bir¢ok CYP izoformunun mRNA’ s1 ve
protein varyantlar1 fare overlerinde bulunmaktadir. Bu enzimler, VCH ya da VCD
uygulanmasi ile module edilmektedir. Over, VCH’ nin ovotoksisitesine katkida
bulunmaktadir.

Fare overlerinde mikrozomal epoksid hidrolaz aktivitesi gosterilmistir. Bu
enzim VCD’ yi diollere detoksifiye etmektedir (124). Siganlarda VCD’ nin
hedefledigi kiigiik preantral folikiillerde, biiyiik folikiillerden daha az epoksid
hidrolaz aktivitesi vardir. Preantral ve antral folikiiller daha az duyarlidir. Bu
dolagimdaki epoksidlere neden kiiclik primer folikiillerin daha duyarli oldugunu
gostermektedir (125).

Farelerden elde edilen 25-100 pm folikiillerde, VCH veya VCD
uygulanmasi, over CYP2A, CYP2B,CYP2E1 mRNA kodlanmasini, kontrol overlere

gore istatiksel olarak anlaml sekilde arttirdig1 goriilmiistiir (125).
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Fare over kiiltiirlerinde VCD uygulamasi ile over mikrozomal epoksit
hidroksilaz aktivitesinde ve glutathion-S transferaz aktivitesinde artis tespit
edilmistir. Bu detoksifikasyon enzimlerindeki artis on giinden sonra olmamaktadir ve
VCD nin neden oldugu ovotoksite artmaktadir (126). Overlerde CYP2E1
ekspresyonu mikrozomal epoksit hidroksilaz ile iligkilidir (127).

VCH ve VCD Metabolizmasimin Tiirler Arasi Farklihiklar

VCH nin indiikledigi over toksisitesinde epoksidasyon 6nemlidir. Sican ve
fare karaciger ve akciger mikrozomlar1 4-VCH yi 4-VCH 1-2 epoksite ve daha az
oranda 7-8 epoksidlere g¢evirmektedir. Farelerde bu islem daha hizli ve fazla
olmaktadir. Overler tespit edilebilir sekilde bu reaksiyonu yapmamaktadir (128).
Uriner bosaltimi hizi farelerde sicanlara gore hizlidir. Bdylece, farelerde yiiksek
miktarda epoksid kan konsantrasyonu olusmakta ve hedef dokularda yiiksek
konsantrasyonlarda toksik madde olusmaktadir (129).

VCD, primatlarda yirticilara benzer sekilde primordiyal folikiillerde apoptozu
indiiklemektedir (130). Insanlarda yapilan arastirmalarda; VCH’ nin epoksidasyonu
sicanlara gére daha yavas bulunmustur (131). insan arastirmalari acisindan sican
modeli fare modeline gore daha iyi bir modeldir.

Over tiimor gelisiminin 6ncesinde folikiil kayb1 olmasi nedeniyle VCH ve
epoksid metabolitinin over folikiil populasyonunda etkileri arastirilmistir. Farelerde
otuz gilin intraperitoneal VCH uygulamasinin sonrasinda preantral folikiilerde doz
bagimli bir azalma gozlenmistir (132). VCH sicanlarda folikiil kaybmna neden
olmamistir. VCH nin epoksid metabolitlerinin uygulanmasinda folikiil kayb1 her iki
tiirdede gozlenmistir (106).

VCD, diepoksiddir ve her iki tiirde folikiil deplesyonuna monoepoksidlere
gore iki—li¢ kat daha fazla neden olmaktadir. Siganlarla fareler karsilastirildiginda
folikiil deplesyonu i¢in ED50 degeri ii¢ epokside gore farelerde 2-3 kat daha
diisiiktiir (129,132). VCD, sican ve farelerde primordial folikiillere VCH den daha
toksik etki gostermektedir. Siganlarda VCD igin primordial folikiillerde %50 kayba
neden olan minimum doz on bes giin uygulamada 80 mg/kg/giin (0.57 mmol/kg/giin)
olarak bulunmustur (133).

VCD/VCH ye bagli ovotoksisite inhalasyon, oral, dermal ve intraperitoneal

uygulamalardan sonra olusabilmektedir (106, 115, 134).
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2.8.3. VCD/VCH ve Hipotalamohipofiz-Over Aks

Kiictik preantral folikiillerin gelisiminin gonadotropinlere bagimli degildir.
VCD’ nin bu aks tlizerinde etkisi gosterilmemistir. B6C3F1 farelere otuz giin
stiresince (yirmi sekiz-elli sekiz giin yas arasinda) VCH uygulandigr ve bir yil
stiresince lireme fonksiyonlarini degerlendirildigi arastirmada; kiicliik preantral
folikiillerin %90 1nda oositlerde kayip olmasina ragmen FSH daki yiikseklik ilk defa
iki yiiz kirk gilin sonra tespit edilmistir (135). Over degisiklikler kan hormon
degisikliklerinin &ncesinde gergeklesmistir. Ug¢ yiiz altmisinct  giinde kontrol
hayvanlara gore tam over kayip tamamlanmistir. Bu olay artan FSH ve siklisite kaybi
ile gosterilmistir. Morfolojik olarak over folikiil yapilarinda tam kayip gosterilmistir.
VCD siganlarda insan menopozuna benzer sekilde oncelikle direk olarak over
folikiilleri hedeflemekte, gelisen FSH diizeylerinde ylikselme, 17 beta Ostrodiol

diizeylerinde azalma ile siklus degisiklikleri ve menopoza neden olmaktadir (110).

2.8.4. VCH/VCD nin Folikiiler Hedefleri

Sicanlara on bes giin siiresince VCD uygulandiginda, VCD nin primordial ve
primer folikiil sayilarinda anlamli bir azalmaya neden olurken sekonder folikiil
sayilarinda herhangi bir kayip olusturmadigi goriilmiistiir. Fischer 344 tiirsiganlara
VCD’ nin 80 mg/kg/gilin dozunda uygulandiginda, on giinde primordial folikiillerde,
on ikinci giinde primer folikiillerde atrezi goriilmiistiir. Farelerde 80 mg/kg/giin
dozunda, primordial folikiillerde sekizinci gilinde, primer folikiillerde onuncu giinde
atrezi baglamaktadir. Biiyiiyen folikiil havuzunda bu dozlarda uygulama sonrasinda
folikiiler kayip olmamistir (108). Dolayisiyla VCH/VCD nin asil hedefi primordial
ve primer folikiiller olup sekonder folikiillerdeki azalma bu havuzun tiikkenmesi

sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

2.8.5. VCH/VCD Ve Hiicre Oliimii

VCD, VCH’ nin kimyasal olarak biyoaktif formu olup sigan ve fare
overlerinde selektif olarak oosit kapsayan primordial ve primer folikiilleri
pargalamaktadir. Yapilan aragtirmalarda bu parg¢alama mekanizmasinin apoptoz
oldugu gosterilmistir (108, 109)

Geriye kalan sorulardan bir tanesi sudur : Acaba VCD direk olarak oositi mi

yoksa graniiloza hiicreyi mi hedeflemektedir. Eger bir oosit ovule olacaksa saglikli
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graniiloza hiicreler tarafindan ¢evrelenmelidir. Oositle graniiloza hiicre arasindaki

kontak kaybolacak olursa oosit spontan olarak dejenere olacaktir.

VCH/VCD ve Kaspazlar

Yapilan bir arastirmada yirmi sekiz giinlik Fisher 344 sicanlara VCD
uygulanmis ve son doz verilmesinden sonra birinci glinde ve on besinci giinde
siganlar sakrifiye edilmislerdir. Kiictlik folikiillerde sitozolik kaspaz 3 klivaj aktivitesi
birinci ve on besinci gilinlerde artmis olarak bulunmustur. Sitozolik Kaspaz 8 klivaj
aktivitesi tek dozdan sonra kiiciik izole folikiillerde artmazken VCD’nin on bes giin
dozundan sonra artmistir. Kaspaz 9 aktivitesi izole kiigiik folikiillerde sitozolik
fraksiyonlarda degismezken mitokondrial fraksiyonlarda istatiksel olarak anlamli
artis goriilmiistiir (112).

VCD uygulanan si¢anlarda, kaspaz 3 aktivitesi, primordial ve primer
folikiillerde artmis olup sekonder folikiiller ve karaciger hiicrelerde etkilenme
olmamustir. VCD ye kars1 ilk cevabin kaspaz 3 aktivasyonu oldugu diisiiniilmektedir
(112).

Kaspaz 3 proteolitik olarak aktive edildikten sonra apoptotik aktiviteyi
gostermesi nedeniyle Devin ve arklari sigan over kiiltiirii yapmislar ve burada
overlerin VCD ile inkube edildigi zaman kii¢iik preantral folikiillerde kaspaz 3
boyanmasinin graniiloza hiicrelerde lokalize oldugunu ve VCD ile inkubasyon
sonrasi kaspaz 3 de artis oldugunu gostermislerdir (16).

Apoptotik yolaklarla iligkili bir diger protein sitokrom c¢ dir. Yapilan
arastirmalarda VCD’nin mitokondriden sitokrom c diffuzyonu yaptig1 gosterilmistir.

Bu immiinolojik boyama, oositlerde degil graniiloza hiicrelerinde lokalizedir (112).

VCD/VCH ve Protoonkojen Bcel 2 Ailesi

Hiicrelerde apoptoz belirli kontrol noktalarindan geger. Bunlardan bir tanesi
Bcl-2 (B cell lenfoma 2) tip onkojenleri kapsamaktadir. Bcl-2 ve onun homologu
olan Bclx1 hiicre dliimiinii 6nlerken Bax ve Bad hiicre dliimiinii aktive eder. Bu
sinyal yolaginda mitokondrial membranda Bax artis1 mitokondrial sitokrom c¢’nin
sitoplazmaya sizmasina neden olur ve bu da apoptozom aktivasyonunu saglar.

Sonugta; proteaz ve kaspaz 3 aktive olur. Yapilan biyokimyasal arastirmalarda VCD
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uygulanan siganlarda primordial ve primer folikiillerde bu yolagin aktive oldugu
gosterilmistir (137).

Tekrarlayan dozlarda VCD uygulamasi sonrasi, siganlara kiiglik preantral
folikiillerde proapoptotik bad proteinlerinin sitozol ve mitokondrilerde artmis
ekspresyonu, bcl-xl proteinlerinin redistribusyonu, sitokrom ¢ nin mitokondriden
sitozole akist ve mitokondride bax/bcl 2 gen oraninda artis olmaktadir. Bcl-2 nin
aracilik ettigi apoptotik sinyal selalesi graniiloza hiicrelerde ve oosite komsu
graniiloza hiicrelerde artmistir (112,138,). Ancak Flaws ve ark.(139); Bcl-2 asir
ekspresyonu olan farelerde, VCH daha toksik etki gdsterdigini bildirmistir.. Bu
farelerde primordial, primer ve sekonder folikiil sayilar1 azalmaktadir. Bcl-2 agiri
ekspresyonu olan farelerin dogurdugu farelerde primordial, primer ve sekonder

folikiil sayilar1 daha azdir (Sekil 13).

Mitojen Aktive Protein Kinaz (MAPK)

Apoptoz ile iliskili bir diger yolak MAPK dir. Ug¢ tane 6nemli MAPK
mevcuttur. Ekstraselluler sinyal regule kinaz (ERK) , C Jun N terminal kinaz (JNK)
ve P38 kinaz olup bunlar hiicre biiylimesi, farklilagmasi1 ve apoptozda rol almaktadir.
Genel olarak ERK yolu biiyltime faktorleri tarafindan aktive olup hiicre yasamasi ve
proliferasyon icin 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 artirici olarak hareket ederler.

VCD’ nin on bes giin uygulamasinin MAPK yolagina etkilerinin arastirildigi
arastirmanin sonuglarina bakildiginda, VCD’ nin JNK ve p38 aktivitesi ve
ekspresyonunda artisa, ¢ Jun da ise fosforilasyona ve nukleer proteinlerin AP1 e
baglanmasinda azalmaya neden olmuslardir. Izole kiiciik folikiillerde ERK
aktivitesinde herhangi bir aktivasyona neden olmamustir. Bel 2 yolaginda oldugu gibi
VCD sekonder folikiil ve karacigerde herhangi bir etkiye sahip olmamistir (140). Bu
bulgular VCD nin apoptoza MAPK yolagi aktivasyonu ile neden oldugunu
gostermektedir (Sekil 14).

Sonu¢ olarak; VCD preantral folikiillerde apoptozu indiikleyerek hiicre
Oliimiine neden olmaktadir. Bu folikiiller VCD i¢in hedef populasyondur. Sekonder
ve antral folikiillerde apoptoz indiiklenmemektedir. Karacigerde bu mekanizmalar

arastirmamaktadir. Bu dokular hedef dis1 kalmustir.
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VCH/VCD Hiicresel Degisiklikler

On giin VCD uygulanan siganlarda elektron mikroskopisinde; apoptozun
graniiloza hiicrelerde basladigi ve oosit ve graniiloza hiicrelerinin kontaklarini
kaybettikleri gosterilmistir. Graniiloza hiicre kati neredeyse tamamen apoptoza
ugramakta ve sonrasinda oosit dejenerasyonu, tekal hipertrofi, folikiil capinda diisme
meydana gelmektedir VCD uygulamasi sonrasinda biiyiik folikiillerde etkilenme
olmamaktadir. On giin VCD uygulanan siganlarda primordial folikiillerde kontrol
folikiilleriyle benzer sayida atrezi gozlenmistir. Primordial folikiillerde graniiloza
hiicreleri normal goriinmektedir. Ooositlerde. vakuol sayisinda artis, nuklear
membranda sistarnalarda sisme, mitokondrilerde sisme olmaktadir. Bu degisiklikler
kontrol grubunda gbzlenen degislikliklere benzerdir (110).

VCD o6zellikle primordial ve primer folikiilllerden elde edilen oositleri
etkilemektedir. Yapilan aragtirmalarda in vivo VCD ye maruz birakilan hayvanlardan
FSH ve HCG uygulamasi ile elde edilen oositlerde bir miktar kirilganlik artis1 olmus
ancak fertilizasyonda bir kayip gdzlenmemistir (19).

VCD’nin Molekiiler Hedefleri

Yapilan aragtirmalarda VCD’nin oosit spesifik genlerde de etki gosterdigi
bulunmustur. Tirozin kinaz reseptorii, ¢ kit, oosit membraninda eksprese olmaktadir.
Graniiloza hiicreleri buna kars1 stem cell faktdr olan bir ligand iiretmektedir. Kit
ligandla c kit arasindaki iligki normal over folikiilogenez i¢in gereklidir. Neonatal
sican kiiltiir sistemi kullanilarak yapilan arastirmalarda VCD inkubasyonu c kit
mRNA ekspresyonunu inhibe etmektedir (141). Kiiltiir sistemine Kit ligand
eklenmesi preantral folikiillerde atreziyi engellemektedir. Ortama GDF9 ve BMP4
eklenmesi VCD iligkili ovotoksisiteyi engellememektedir (142). Bu da oositte de
bazi mekanizmalarin aktif hale gelmis olacagini diisiindiirmekle beraber tam olarak

hangi yolak etkilenmis gosterilememistir (138).

in Vitro Over Kiiltiirleri

Neonatal sicanlardan ve postnatal 4 giinliik siganlardan elde edilen overlerden
otuz giin siliresince organ kiiltiirleri yapildiginda bu kiiltiirde ¢ok sayida primer ve
primordial folikiiliin bulundugu goriliir. Kiiltiiriin sekizinci giintinde preantral folikiil

sayilarinda azalma saptanmistir. Kiiltiir siiresi uzadikg¢a folikiil kayb1 daha da fazla
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goriilmiistiir. Folikiil kayb1 oOzellikle primordial ve primer folikiillerde olmustur.
Kaspaz 3 ve DNA kirilmasinda (TUNEL) artis gosterilmistir (16).

Devine ve ark. (143) postnatal Fischer 344 tiirsiganlardan elde ettikleri over
folikiil kiiltiirtiinde VCD etkisini arastirmiglardir. On bes giin VCD uygulamasi doz
bagimli olarak primordial ve primer folikiil sayilarinda azalma saptamislardir. Tek
doz VCD uygulamasindan on bes giin sonra primordial ve primer folikiil sayilarinda
azalma saptamuslardir. 320 mg/ giin VCD uygulamas: in vivo alti giin sonra
ovotoksisisteye neden olmaktadir. VCD uygulamasi bir siire sonra ovotoksisiteye

neden olmaktadir.

Oksidatif Stress

Over kiiltiirlerinde VCD ile beraber antioksidanlar denenmis ve on bes giin
kiiltiir sonrasinda vitamin E, Vitamin C ya da glutathionun VCD’ nin neden oldugu
folikiil kaybina engel olmadigi gosterilmistir. Dolayisiyla VCD, folikiiler oksidatif
stresi artirmamakta sadece dogal bir mekanizma olan atreziyi hizlandirmaktadir
(143).

Devine ve ark. (123) disi siganlara VCD uygulamas1 sonrasinda overlerde
GSH(GSGQG) diizeylerinin degismedigini gostermislerdir. GSH karacigerde, VCD

eleminasyonunda kullanilmaktadir.
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2.8.6. VCD/VCH Over Yetmezlik Modelleri

Mayer ve ark. (144) 10 giin siliresince yliz altmis mg/kg/giin i.p VCD
uygulamiglardir. Farelerde siklus uzunlugu artmistir. VCD uygulanan farelerde
irregular sikluslar on bes glinde %29, otuz yedi glinde %50, kirk alt1 glinde %75, elli
sekiz glinde %100 olmustur. Kontrol farelerde FSH diizeylerinde degisiklik
olmamasina ragmen on bes giinde VCD uygulanan farelerin plazmalarinda FSH da
artis saptanmamustir. Otuz yedinci giinde plazma FSH diizeyleri kontrol grubuna
gore artmigtir. VCD uygulanan farelerde kirk altinci gline kadar FSH artis1 devam
etmis ve ellisekizinci glinde- yiiziincii glin arasinda plato olmustur.

Lohff ve ark. (151) yirmisekiz giinlik immatur disi B6C3F1 farelere
80mg/kg/glin VCD uygulamislardir. On giin doz VCD alan farelerde final doz
uygulandiktan sonra primordial folikiiller, kii¢iik primer folikiiller ve biiyiik primer
folikiillerde kontrol grubu farelere gore istatiksel olarak anlamli degerlerde azalma
tespit etmiglerdir. Yirmi giin doz uygulanan farelerde tiim folikiillerde istatiksel
anlamli sekilde azalma tespit etmislerdir. On gilin-doz VCD alan farelerde
kirkdordiincii giinde FSH degerlerinde artis ve- yiiz dort-yiizaltmis altinct giinde
folikiil kalmadigini, yirmi giin doz VCD alan farelerde otuzbesinci giinde FSH
degerlerinde artis ve kirk ti¢-altmis ti¢ giin de folikiil kalmadigin1 tespit etmislerdir.

Hooser ve ark.lar1 otuz giin VCD 80mg/kg/glin uygulamasinin arkasindan
gbzlenen degerlerde prematiir over yetmezliginin ii¢ yiiz altmig giin sonra olustugunu
gostermislerdir (135).

Insanlara benzer sekilde FSH artisindan folikiiliin kalmadig1 giine kadar
gegen sure perimenopoz donemi olarak degerlendirilebilir. VCD uygulanan siirenin
artmastyla beraber over yetmezligin daha erken olusabilecegini gosterilmistir. VCD
overin viicut icerisinde kaldigi perimenopoz- menopoz modeli olusturulmasinda
uygun bir alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadir (151) (Sekil 15).

Mayer ve ark. (144) yiiz yirmi yedinci glinde bakilan FSH, LH, progesteron
ve androstenedione diizeylerini siklik kontrollerine gore daha fazla 6lgmiislerdir.
1780strodiol diizeyleri tespit edilemeyecek diizeylere inmistir. Sonug olarak folikiil
tilkkenmis fare overleri endokrin fonksiyon olarak androjen iiretmekte ve bu durum
postmenopozal overle benzerlik gostermektedir. Bu overlerde steroidojenik enzimler

eksprese olmaktadir. FSH ve LH diizeyleri artmis ve androstenedion diizeyleri
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Olctilebilir diizeylerdedir (145). Bu nedenle VCD menopoz model arastirmalarinda
uygun bir alternatiftir.

Mayer ve ark. (144) yiiz yirminci giinde overlerde kontrol farelere gore atrofi
gbzlemislerdir. Over agirlig1 kontrol overlerin %20 si uterus agirlig1 kontrol overlerin
% 50 si diizeyinde kalmistir. Diger organlarin agirligina bakildiginda VCD grubuyla
kontrol grubu arasinda fark saptamamuslardirlar.

VCD uygulamasiyla beraber ALT(alanin amino transferaz) ve AST (aspartat
amino transferaz) diizeylerinde degisiklik saptanmamistir (144,146). Ancak erigkin
sicanlarda serum kreatinin degerlerinde artis gosterilmistir (146).

Ito ve ark. .(146) Spraque Dawley siganlarda yaptiklar1 arastirmada, bu cins
sicanlara yirmi sekiz glinliikken, iki ya da dort hafta stiresince 5, 20,80 mg/giin VCD
uyguladi. Dort hafta siiresince VCD uygulanan siganlarda 20 mg ve 80 mg
dozlarinda ve iki hafta siiresince VCD uygulanan guruplarda 80 mg dozlarinda kiigiik
folikiillerde istatiksel olarak anlamli bir azalma tespit etmislerdir. Erigskin siganlar
VCD nin irritan 6zelliklerine daha duyarlidir. Bu gurup sicanlarda daha diisiik dozda
VCD kullanilmalidir.

Flaws ve ark. (104) Fischer 344 tiirelli sekiz giinliik eriskin sicanlara ve yirmi
sekiz giinliilk inmatiir sicanlara 80mg/kg/giin otuz giin siiresince VCD
uygulamiglardir. VCD uygulanan eriskin si¢anlar inmatiir siganlarda oldugu gibi
primordial ve primer folikiillerde ve bu folikiillerin oositlerinde apoptoz artis1 ile
karakterizedir. Dolayistyla bu mesleksel toksik ajana reproduktif hayatin herhangi
zamaninda maruziyet folikiil sayisinda azalma ile karakterize olup prematiir over
yetmezligi olusturmaktadir.

Flaws ve ark. (147), matiir ve immatiir Fischer 344 tiirsicanlardan elde
ettikleri overlerden folikiil izolasyonu ile folikiilleri elde ettiler. Inmatiir siganlarda
VCD nontoksik tetrol iiriinlerine hepatositlerde ve biiyiik antral folikiillerde, kii¢iik
preantral folikiillere oranla 1,5 kat ve interstisyel dokuya oranla dort kat, eriskin
sicanlarda biiyiik antral folikiillerde kiigiik preantral folikiillere oranla ii¢, interstisyel
hiicrelere oranla on kat daha fazla gevrilmekteydi. Inmatiir siganlara gdre eriskin
siganlarda VCD, nontoksik tetrol iirlinlerine daha fazla ¢evrilmekteydi. Bu bulgular
inmatiir ve matiir sicanlarda, preantral folikiiller ve interstisyel hiicreler biiyiik

preantral folikiiller ve hepatositlere gore azalmis detoksifikasyona sahip oldugunu



41

gostermistir. VCD kiiciik antral folikiilleri hedeflemektedir. Inmatiir siganlar over

yetmezlik modellerinde erigkin si¢anlara gore daha iyi bir model olusturmaktadir.

VCD/VCH veEndometrial implantasyon

VCD endometriumda ¢esitli etkilerle implantasyon sorunlarina (implante olan
embryo sayisinda azalma, preimplantasyon kayip) yol acabilecegi gosterilmistir
(148). VCD uygulanan farelerde konsepsiyon daha zor olmakta, daha fazla cinsel
iligki gerekmekte ve daha fazla embryo rezorbsiyonu olmaktadir (149). Bu model

perimenopozal infertilite modeli olarak kullanilabilir.

VCD ve Ostrojen Tedavisi

17 B ostrodiol ve dstrojen reseptdr (ER) agonisti olan genistein VCD’nin
indiikledigi folikiil kaybina kars1 koruyucu etki géstermektedir. Bu koruyucu etkide
Ostrojen reseptor alfa (ERa) ve ER Beta(B3) rol aldig1 diisiiniilmektedir. Ancak VCD
ye bagli ovotoksisitede ERa ve ERB rol almamaktadir (150).
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Sekil 2.11. Insan ve VCD uygulanmus farelerin iireme donemlerindeki hormonlarin

karsilastirilmasi (151).
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VCD ve Anti miilleryan Hormon (AMH)

VCD uygulanan fare overlerinde AMH immun boyanma sekli kontrol
overlere benzerdir. VCD primordial ve primer folikiillerde apoptoza neden olmakta
ve graniiloza hiicre miktarin1 azaltmaktadir.Farelerde serum AMH diizeyleri
biiyiiyen folikiil sayisi ile korele olup, serum AMH diizeyleri VCD uygulanmis
farelerde biiyliyen folikiil havuzunu degerlendirmede kullanilabilir (152).

2.8.7. VCD ve Hayvan Model Arastirmalari

Yapilan arastirmalarda geng hayvanlarda gonadal hormonlar, epilepside nobet
baslamasini ve yayilmasini etkilemektedir. Cesitli aragtirmalarda gonadal steroidlerin
ndbet duyarlihigina etkisi gdsterilmistir. Ozellikle progesteron akut ve kronik epilepsi
modelinde anti-konvulzif bir etki gostermistir. Ek olarak 0Ostrojen ndbet esigini
diisiirmekte ve ndbeti kolaylastirmaktadir. Ostradiol ndbet esigini azaltmakla beraber
hipokampal ndronlarda néron koruyucu etkilere sahiptir. Schauwecker ve ark. (153)
ooforektomi ya da VCD uygulayarak olusturduklari sigan menopoz modelinde
subkutan kainat uygulamasi ile temporal statiis epileptikus nobeti olusturmuslardir.
Bu modelde oOstrojenin nobet siliresi ve nobet siddeti arasinda etkilerini
arastirmislardir. Kontrol guruplari ile karsilagtirildiginda siddetli nobet siiresinde fark
yokken, VCD, ooforektomi ve ooforektomi-0strojen uygulanan farelerde daha uzun
stireli nobet gozlenmistir. VCD ya da ooforektomi uygulanan farelerde nodbetin
hipokampal noronlarda indiikledigi norotoksisite azalmakla beraber ooforektomi-
Ostrojen uygulanan sicanlarda daha az olarak gozlenmistir.

Acosta ve ark. (154) VCD uygulayarak ya da ooforektomi uygulayarak
olusturduklar1 sican menopoz modelinde, menopozun kognitif fonksiyonlar iizerine
etkisini aragtirmislardir. VCD uygulanan si¢anlarda yakin zaman sekilleri 6grenmede
bozulma gerceklesmistir. VCD uygulanan si¢anlarda ooforektomi uygulanmasini
takiben bu bozukluk diizelmistir. VCD grubunda hafiza daha iyi olmustur.
Ooforektomi hipokampal asetilkolinesteraz aktivitesini artirmistir. Dolayisiyla VCD
grubuyla karsilagtirildiginda ooforektomi sonrasi over hormonlarda ani diisme hafiza
fonksiyonlarini daha fazla bozmaktadir.

Mayer ve ark. (155) LDL-yoksun fareleri iki gruba ayirmistir. Birinci gruba
ooforektomi, ikinci gurup hayvana VCD uygulayarak perimenopoz modeli

olusturmustur. Farelere yavas salinimli 17 beta 6strodiol implante etmislerdir. Yiiz
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yirmi giin siiresince kolesterolden zengin dietle beslemislerdir. Yiiz yirmi giiniin
sonunda aorta ve innominat arterde lezyonlari inceledi. VCD uygulanan, ooforektomi
yapilan ve kontrol farelerde benzer lokalizasyonda atherosklerotik lezyonlar
mevcuttur. 17 beta dstrodiol uygulanmasi her iki arterde de atherosklerotik lezyonlari
azaltmistir. Bu iyilesme en fazla VCD-uygulanan farelerin innominat arterinde
gerceklesmistir. Dolaysiyla VCD perimenopoz-menopoz modeli hormon replazman
tedavilerinin etkisi, perimenopozal doénemde kullanilabilecek ilaglarin etkisini
aragtirmak amaciyla kullanilabilir.

Wright ve ark. (156) peripubertal C57/6 farelere on bes giin siliresince
160mg/kg/giin VCD uyguladi. Alt1 hafta sonra over yetmezligi gelismistir. Eg
zamanli olarak bir baska gurup hayvana ooforektomi uyguladiklarinda.ii¢ ay sonra
DXA (Dualenergy x ray desorptiometry ile vertebra kemik mineral dansite (KMD)
Ol¢iildii. bes ay sonrasinda hayvanlar sakrifiye edildi. Kemik yapisi mikro CT
(computerine tomography) ile incelendi. Ooforektomi uygulanan gurupta vertebra
KMD bir ay sonrasinda diiserken, VCD uygulanan gurupta ii¢ ay sonrasinda normal
vertebra KMD ye sahipti. VCD uygulanan gurupta daha belirgin olmak iizere
trabekiiler kemikte bozulma gergeklesmistir. Femoral diafizde kortikal kemik alani
VCD uygulanan gurupla kontrol grubunda benzerlik gostermektedir. Ooforektomi
uygulanan gurupta ise diismiistiir. Serum androstenedion diizeyleri VCD grubunda
degismezken ooforektomi grubunda diismiistiir. Dolayisiyla VCD iliskili ovotoksisite
trabekular kemikte kayip yapar. Geriye kalan over dokusundan iiretilen hormonlar
nedeniyle kortikal kemik korunur. VCD menopoz modeli kemik iliskili
bozukluklarin ¢alisilmasinda kullanilabilir.

Keck ve ark.(157) farelere VCD uygulayarak perimenopoz ve menopoz
modeli olugturmustur. Bu gurup hayvanlarda Streptozosin uygulayarak diabet modeli
olusturdular ve menopozal gegiste degisen hormonal c¢evrede diabetin bobrek
hasarinmi arttirip artirmadiginui arastirdilar. Postmenopoz diabet hayvanlarda siklik
kontrol hayvanlara gore daha yiiksek kan sekeri Ol¢iilmiistiir. Perimenopozal diabet
hayvanlarda kan sekeri siklik hayvanlara gore istatiksel olarak anlamli sekilde
olmayacak sekilde artmistir. Bu bulgular menopozal gegiste kan sekerinin

kotiilestigini gostermektedir. Perimenopozal donem farelerde diabet iligkili bobrek
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hasarinin artti§i donemdir. VCD perimenopoz menopoz modeli degisen hormonal

cevre ile diabet ve komplikasyonlarini aragtirmada kullanilabilir.

2.9. Dehidroepiandrosteron (DHEA)

DHEA ve onun siilfat esteri DHEAS, insan adrenal korteksinden salgilanan
ana hormondur. Fizyolojik rolii heniiz anlasilamamistir. DHEA kan diizeyleri diger
adrenal steroid hormonlardan farkli olarak yaslanmayla beraber azalmaktadir.
Yaslanan toplumlarda DHEA konsantrasyonlarinda azalma olmas1 su sorular1 akla
getirmektedir:  Yaglanma DHEA konsantrasyonunun azalmasi sonrasi mi
gelismektedir? Yaslilikta gozlenen bazi hastaliklar DHEA eksikliginden mi
kaynaklanmaktadir? DHEA tedavisi bu siireci geri dondiirebilir mi? 1996 ya kadar
Amerika Birlesik Devletlerinde (A.B.D.) regete edilen ilaclar arasinda yer alan
DHEA bu tarihten sonra herhangi bir hastalik i¢in onay almamistir. Giiniimiizde
DHEA anti-aging hormon olarak pazarlanmakta ve A.B.D. ‘de recetesiz olarak

satilmaktadir.

DHEA Sekresyonu Ve Yaslanma

DHEA fetal adrenal bezin salgiladigi ana hormondur. insanlarda ve bazi
omurgalilarda DHEA salgilanmas1 yasla beraber degisiklik gostermektedir (158).
Dogum sonrast adrenal bezin fetal zonlarmin involusyonuyla beraber DHEA kan
diizeyi hayatin birinci yilinin sonunda tespit edilemeyecek diizeylere kadar diiser.
Alti-yedi yasa kadar kan DHEA diizeyi diisiik kalir. Bu yaslarda adrenal zona
retikiilaristen salgilanmasinin artisiyla beraber kan diizeyleri yiikselmeye baglar. Bu
olaya adrenars denir (159). Tepe DHEA konsantrasyonlarina erigkin hayatta ulasilir
erigkin hayat1 siiresince DHEA konsantrasyonlarinda azalma olup seksen’li yaslarda
genc¢ hayatta olan konsantrasyonlarin %10-20’si diizeylerine iner. Bu yasla beraber
gozlenen azalma kortikosteroid ve minerolokortikoidlerde gozlenmemesine ragmen
bu olaya adrenopoz denilmektedir (158).

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

konsantrasyonlari yasla beraber artis gosterebilir (Sekil 16).
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2.9.1. DHEA Metabolizmasi ve Etki Mekanizmasi

Insanlarda P450c17, 17-alfa progesteronu, androstenediona ¢evirmektedir.
Insanlardaki biitiin steroid hormonlarin sentezi DHEA’dan gegmektedir. DHEA, 3
hidroksisteroid dehidrogenaz aktivitesiyle androstenediona , 178 hidroksisteroid
dehidrogenaz aktivitesi ile testosterona ve aromataz aktivitesiyle dstradiol’e ¢evrilir
(Sekil 17). DHEAS kanda dolasan hidrofilik formu olup sadece lipofilik form olan
DHEA hiicre icerisinde androjen ve ostrojenlere cevrilebilir. Erkeklerde sentezlenen
androjenlerin  %30-50°si ve pre ve postmenopozal kadinlarda sentezlenen
Ostrojenlerin %50-100’1 periferal hedef dokularda DHEA’dan sentezlenmektedir.
Hedef organda olan bu sentez ve etkiye intrakrinoloji denilmektedir (160,161,162).
DHEA, DHEAS ile siirekli bir degisim igerisindedir. Dokuya spesifik DHEA
sulfotransferaz ve steroid sulfataz, DHEA aktivasyonuna (steroidlere cevrilerek) ve

inaktivasyonuna (sulfat esterlere ¢evrilip kan dolasimina verilerek) neden olmaktadir

(163) (Sekil 18, 19).
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Sekil 2.12. Insan yasanu boyunca DHEAS diizeyleri

Diisik DHEA konsantrasyonlarinda DHEA un seks spesifik olarak iki
sekilde konversiyona ugradigi gosterilmistir. Disaridan DHEA uygulanmasi sonrasi
kadinlarda androjen erkeklerde Ostrojen artis1 olmaktadir (163, 164). Postmenopozal
hastalara perkutan olarak dehidroepiandrosteron uygulamasi sonrasinda kan serum
androjen seviyeleri Ostrojen seviyelerine oranla daha fazla artmaktadir. Yasla beraber
DHEA transformasyonunda azalma olmaktadir (161,165)

Adrenal yetmezligi ve hipogonadizmi olan total androjen eksikligi olan

erkeklerde DHEA uygulamasi dolasimda androjenlerde artisla sonuglanmaktadir.
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Fakat serum androjen konsantrasyonlari istenilen diizeylerde olmamaktadir (166).
Yasla beraber DHEA sekresyonunda azalma ve gonadal fonksiyonun azalmasi
nedeniyle erkeklerde oral DHEA verilmesiyle kan androjen konsantrasyonlarinda
artis olmamakta, fakat dolasimda dihidrotestosteronun ana metaboliti olan 5 alfa
androstane -3alfa-17Bdiolglucuronide (ADG) konsantrasyonunda artisa neden
olmaktadir (164, 166,167).

DHEA’un 6strojen ve androjenlere ¢evrilerek etki gostermesi digsinda beyinde
direk olarak norosteroid olarak etki gostermektedir. Adrenelektomize ve
gonadektomize sicanlarda beyin DHEAS diizeylerinin degismedigini géstermislerdir.
Noronal biiylime ve gelismede DHEA ve DHEAS direk etkiye sahiptir ve DHEA,
NMDAIi (N methyl diaspartate, GABA-A(Gamma aminobutyric acid) reseptor ve
sigma reseptorleri aracilifiyla etki gostermektedir (168, 169, 170, 171).

Yapilan arastirmalarda periferik dokularda DHEA’ un spesifik bir reseptorii
bulunamamistir. Ancak perifer dokularda DHEA direk etkisinin olabilecegini
gbsteren bulgular vardir. Insan T hiicrelerinde membrandaki bir reseptére DHEA
baglanabilmektedir. Bu alanlara dihidrotestesteron da baglanmaktadir (172).
Biiyiikbas hayvan aortik hiicre plazma membranlarina DHEA baglanabilmekte ve
endotelyal NO sentetaz aktive olmaktadir (173). Benzer sekilde DHEA diiz kaslarda
hiicredis1 sinyal regule kinaz 1 fosforilasyonunu androjen ve Ostrojen
reseptorlerinden bagimsiz olarak aktive etmektedir (174). Biitlin bu bulgulara ragmen
santral sinir sistemi (SSS) disinda DHEA etkisinin indirek olarak Ostrojen ve

androjenlere dondiiriilerek olustugu diistiniilmektedir.

2.9.2. DHEA-Epidemiyolojik Bulgular

Erkeklerde yapilan arastirmalarda 50 yas lstii erkeklerde serum DHEAS
konsantrasyonu ile oliim arasinda ters bir iliski bulunmustur (175). Kadinlarda
benzer iliski bulunamamaistir (176). 622 olgunun oldugu 65 yas iistii hastalarda iki ve
dort yilda mortalite oranlar1 erkeklerde diisiik serum DHEAS diizeyleri ile korele
olup kadinlarda bu iligki saptanamamistir. Sekiz ve on yillik veriler de bu bulgulari
dogrulamaktadir (177). Altmis bes yas ve iistii 963 erkek ve 1171 kadindan olusan
bir arastirmada erkeklerde en diisiik DHEAS diizeyinde olan hastalarda biitiin
nedenlere ve kardiyovaskiiler nedenlere bagli mortalite en yiiksek seviyede

bulunmustur (177). 90-106 yas aras1 yash erkeklerde diisiik serum DHEAS diizeyleri
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kotii fonksiyonel durumla iliskili olarak bulunmustur (178). Dolayisiyla serum
DHEAS diizeyleri kotii saglik durumunun gostergesi olan bir belirte¢ olarak

kullanilabilir.
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Saghkh Bireylere DHEA Uygulamalar

Yapilan arastirmalarda, 40-70 yas aras1 saglikli erkek ve kadinlara 50 mg/giin
oral DHEA tedavisi genel iyilik halinde artis saglamamistir (186). 70 yas {isti
hastalarda libidoda artis gosterilmistir. DHEA, kadin seksualitesinde diizeltici bir
etkiye sahiptir. Bu DHEA nun perifer dokularda androjenlere c¢evrilmesinden

kaynaklanmaktadir.

Adrenal Yetmezlikte DHEA Replasmam

Adrenal  yetmezligi olan hastalar DHEA’un prematiir kaybiyla
karakterizedirler. Bu hastalar DHEA kayb1 i¢in model olusturmaktadirlar. Adrenal
yetmezlikli hastalarda aldesteron ve kortizol replazmani hastanin iyilik halini
saglamak i¢in yeterli olmamamaktadir. Adrenal yetmezlikli hastalarda giinliik 25-50
mg DHEAS replazmant serum DHEAS konsantrasyonunu normal geng
eriskinlerdeki diizeylerine getirmektedir (183). Oral DHEA tedavisi genel iyilik
halinde diizelme, ansiyete ve depresyon skorlarinda diisiirmektedir. Seksiiel doyum

ve fonksiyonunu artirmaktadir (184). Addison hastalarinda DHEA tedavisi
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sonrasinda kendine giiven ve iyi hissetme hali artmistir (185). Bu durum DHEA un

beyindeki etkilerinin sonucunda gerceklesmektedir.

Kronik Hastaliklarda DHEA Tedavisi

Yapilan aragtirmalarda kadinlarda otoimmiin hastaliklarin ¢ok oldugu ve
SLE’li hastalarda DHEA diizeylerinin daha diisiik saptanmasi ilizerine DHEA
tedavisi uygulanmasi planlanmaistir.

SLE, demans, meme kanseri ve romatoid artiritte serum DHEAS
konsantrasyonu ile hastalik siddeti arasinda ters iligki bulunmustur (179). Kronik
hastaliklar, adrenal bezde sentezi DHEA sentezinden kortizol sentezine dogru
kaydirmakadir (180). Dolayisiyla diisiik serum DHEAS diizeyleri mevcut hastalikta
ilerideki morbidite hatta mortaliteyi ongdrmede kullanilabilmektedir. Sican DM
modelinde subkutan DHEA enjeksiyonu hiperglisemiyi ve su tiikketimini azaltmus,

plazma insiilinini ve beta hiicre kitlesini arttirmistir (181).

Bozulmus Ruhsal Durumu, Seksiiel Fonksiyonu Olan Hastalara DHEA Tedavisi

Depresyonu veya distimisi olan hastalara ve negatif semptomlu sizofrenisi
olan hastalara DHEA uygulamasi1 sonrasinda genel durumlarinda diizelme
bildirilmistir (188). Alzheimer hastali§i olan hastalarda  genel iyilik halinde

istatistiksel olarak anlamli olmayan bir diizelme saglanmistir (189).
2.9.3. DHEA’min Doku Spesifik Etkileri

Santral Sinir Sistemi

DHEA bir norosteroid hormondur. Beyinde DHEA iireten hiicreler
bulunmaktadir. Gonadektomi ve adrenelektomi uygulanan siganlarda kan DHEA
diizeyleri azalmasina ragmen, beyin DHEA diizeyleri diismemektedir. Eriskin beyin
dokusunda 17-alfa hidroksilaz enzim ekspresyonu yoktur ve fare beyninde DHEA
sekresyonu CYP 17 ekspresyonundan farkli bir yolakla olmaktadir (190).

DHEA un ansiyolitik ve antidepresif etkisi GABAerjik ve NMDA uyarici
etkileri dolayisiyla ger¢eklesmektedir (188). DHEA hafiza ve kognitif fonksiyonlar
tizerinde diizeltici etkiye sahiptir (189).

DHEA uygulamasi sonrasit beyin hiicrelerinde apoptoz arttigini gosteren

arastirmalar ve apoptozun azaldigin1 gdsteren arastirmalarda mevcuttur. Insanlarda
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yapilan arastirmalarda hipotalamik GnRH f{ireten hiicrelerin artan yasla beraber
fonksiyonlarinin baskilandig1 ve apoptozun arttifi gosterilmistir (191). DHEA
uygulanan sicanlarda hipokampal ndronlarda trofik faktorlerinin yoklugunda artan
kaspaz 3 aktivitesi ve poly (ADP(adenozin difosfat) riboz) polimeraz aktivitesi
sonrast apoptozun arttigt ve IGF-1 uygulanmasi sonrast DHEA un indiikledigi
apoptozun azaldigini gosterilmistir (192). DHEA(S) 1n sican hipokampal ndéronlarini
NMDA ile indiiklenmis ekzitotoksisiteye karst korudugu ve insan noronlarinda
Allopregnelon' un NMDA ile indiiklenmis ekzitotoksisiteyi azalttigi, DHEA (S) ,
Allogpregnolon’un kromofin hiicrelerini ve sempatoadrenal PCI12 hiicrelerini
apoptoze karsi doz ve zaman orantili sekilde korudugunu goésterilmistir (193).

In vitro arastirmalarda DHEA uygulamasi ile hipofiz bezde hiperplazi,

prolaktin ve biiylime hormon sentezinin artig1 gosterilmistir (194).

Immun Sistem

Geng erigkin sicanlara subkutan DHEA uygulandiginda yirmi giinlin sonunda
timik agirhikta ve adrenal agirlikta azalma olmaktadir. Dalak agirhig
etkilenmemektedir (195). T lenfosit kiiltiirlerine DHEA eklenmesi T hiicre
proliferasyonunu azaltmakta ve oksidatif stresi artirmaktadir. Ancak T lenfosit
viabilitesini bozmamaktadir (196). DHEA bir kemoterapotik ila¢ olan Stausporinin
neden oldugu periferal B lenfositlerde apoptozi engelledigi bulunmustur. DHEA
lenfositlerde de apoptozu Onleyici etki gostermektedir (197). DHEA immiinprotektif

olarak da kullanabilir.

Metabolizma Ve Viicut Yapisi

Erkeklerde ve kadinlarda yapilan aragtirmalarda DHEA un viicut yapisi, fizik
performans, insiilin sensitivitesi ve hayat kalitesi iizerine etkisi olmadigin1 gdsteren
aragtirmalar yaninda, erkeklerde yag oranlarini azalttigini ve kadinlarda viicut kitle
indeksini ni arttirdigini gosteren arastirmalar mevcuttur (186, 198, 199,200).
DHEA uygulamas: sonrasinda Seks hormon baglayic1 globulin (SHBG) miktarlari
dismektedir (184,200).

Yaslanma ile beraber azalan DHEA konsantrasyonlari ile paralel sekilde kan

glukoz konsantrasyonlarinda artis arasinda paralellik gosterilmistir (201). Siganlara
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DHEA uygulanmasi1 sonrasinda kan glukoz konsantrasyonlarinda diizelme ve insiilin
sekresyonunda artis gosterilmistir.

Yapilan arastirmalarda, on iki aylilk DHEA tedavisi sonrasi, insiilin
duyarliliginda ve lipid profilinde ; HDL (High Dansity Lipoprotein) kolesterol
diizeyinde artis, LDL (Low Density Lipoprotein) de diisme, Trigliseridde diisme)
anlamli bir diizelme saglanmistir. Bu sonu¢ uzun donem DHEA tedavisi
postmenopozal donemde kardiyovaskiiler risk yaratabilecek baz1 faktorleri
diizeltebilecegi ve postmenopozal hormon replesmaninda kullanilabilecegini

gostermektedir (202).

Kemik

Fernand ve ark. (203) 12 ay siiresince intravajinal DHEA %10 kremi 60-70
yas postmenopozal hasta grubuna uygulamislardir. Kalga ekleminde T skorlarinda
artma serum alkalenfosfataz (ALP) diizeylerinde diisme ve serum osteokalsin
degerlerinde artis saptamislardir. Bu etkiler DHEA nun androjenik etkilerinden
kaynaklaniyor olabilir. Yapilan deneysel aragtirmalarda DHEA nun osteoblast
viabilitesini artirdig1 gosterilmistir (204). Ancak yapilan baska arastirmalarda uzun

donem DHEA tedavisi KMD de degisiklik yapmamuistir (184, 185, 200).

Testis

Yapanoglu ve ark. (205), erkek sicanlarda torsiyon/detorsiyon modeli
olusturmus ve DHEA un koruyucu etkisini arastirmiglardir. DHEA uygulanan
siganlarda torsiyon/detorsiyon grubuna gore anlamli sayida daha az TUNEL pozitif
spermatosit ve spermatogonya sayisi tespit etmislerdir. DHEA testislerde torsiyon
detorsiyon modelinde apoptoz onleyici etki gostermektedir.

Aksoy ve ark.(206) testikiiler torsiyon esnasinda yilikselen MDA diisen
katalaz ve superoksid dismutaz aktivitesinin DHEA uygulamasiyla geriye
cevrilebilecegini  tespit  goOstermislerdir. DHEA doku diizeyinde iskemi

parametrelerini diizeltmektedir ve testis torsiyonunda koruyucu olarak verilebilir.

Vajina
Insanlarda yapilan arastirmada, Labrie ve ark. (207) postmenopozal hastalara
on iki hafta siiresince %2.5, % 0.5 ve % 1 intravajinal DHEA (prasterone)

uygulandiklar1 arastirmada; vajinal parabazal hiicrelerde azalma, siiperfisial
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hiicrelerde artis, epitel biitlinliiglinde ve renginde diizelme, vajinal ph da azalma ve
atrofiye bagli rahatsiz edici semptomlarda azalma  seksiiel istekte, sekstiel
uyarilmada ve orgazmda artis saptamislardir. Bir bagka arastirmada iliski esnasinda
duyulan agrida azalma olmustur (208). Dolayisiyla intravajinal uygulanan DHEA,
lokal olarak vajinal hiicrelerde androjen ve Ostrojenlere ¢evrilmekte ve sistemik etki
gostermeden vajinal atrofiye baglh degisiklikleri ve postmenopozal donemde
gbzlenen seksiiel disfonksiyonlarin tedavi edici etkiye sahiptir. Intravajinal
uygulanan DHEA un yararli etkisi vajinal epitel iizerine simirli kalmaktadir (203,

209, 210).

DHEA Sentezinde Rol Alan Enzimler ve Gonadal Doku

Adrenal korteks, plasenta, gonadlarda steroid hormonlarin sentezi mikst fxn
oksidaz ve steroid dehidrogenaz olan sitokrom p450 enzimlerini gerektirir. Bu ii¢
enzim adrenal kortekste zona fasikiilaris ve zona retikiilariste, testislerde Leydig
hiicrelerde, overlerde graniiloza, teka interna, korpus luteum hiicrelerde
bulunmaktadir (211).

Yirticilarda adrenal bezinde 17 alfa hidroksilaz enzimi yoktur. Yirticilarda
DHEA gonadlar tarafindan iiretilmektedir. Adrenal bez androjen iiretimine katkida
bulunmadigr disiiniilmekteydi (212). Ancak yapilan diger arastirmalarda,
ooforektomi uygulanan farelerde kanda androstenedion konsantrasyonlarinda azalma
oldugu ancak plazma androstenedion diizeylerinin tespit edilemeyecek diizeylerin
altina inmedigi gosterilmistir. Dolayisiyla yirticilarda serum androjen {iretimine
adrenal bez disinda baska dokularda katkida bulunmaktadir (155).

Gonadal steroidlerin siilfatlanmis adrenal androjenlerden {iiretilmesi alternatif
olarak sunulmus bir mekanizma olup over steroidogenezde rol aldig
diistiniilmektedir. Siilfatlanmis androjenlerden unkonjuge androjen ve Ostrojen
tiretimi steroid siilfataz aktivitesine ihtiya¢ gostermektedir. Yapilan arastirmalarda
sican over kiiltlirlerinde graniiloza hiicrelerinde (213) ve insan over kiiltiirtinde
luteinize graniiloza hiicrelere siilfataz aktivitesi gosterilmistir. Insan graniiloza hiicre
kiiltiiriinde disaridan insiilin verilmesi siilfataz aktivitesinin artirmis ve LH verilmesi
bu aktiviteyi azaltmistir. Ayni arastirmada DHEAS in DHEAa ¢evrilme oran1 %50
olarak gosterilmistir. Graniiloza hiicre kiiltiirine DHEAS eklenmesi progesteron

tiretimini etkilememekle beraber Ostradiol ve androstenedion miktarlarinda artis
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gosterilmistir. Dolayisiyla adrenal androjen olan DHEAS over steroidogenezde
Ostradiol ve androstenedion iiretiminde substrat olarak kullanilabilir (214).

Fang Chen ve ark. DHEA nin androjen ve Ostrojen reseptorleri iizerine
yaptig1 etkiyi arastirdiklari aragtirmalarinda DHEA nun prehormon olarak etkisine ek
olarak Ostrojen ile esit oranda ER B3 transkripsiyonunu aktive ettigini, ER  nin direk
aktivasyonuna neden oldugu, ER o ya parsiyel agonist etki androjen reseptorlerini

antogonistli etki gosterdigini gostermislerdir.

DHEA ve Polikistik Over Sendromu (PCOS)

PCOS, gonodotropinlerin asir1 sekresyonu, hiperdstrojenizm,
hiperandrojenizm, folikiiler atrezi ve infertiliteyle beraber olan metabolik bir
sendromdur. Polikistik over hastalarinin ¢ogunlugunda, pubertede DHEA
diizeylerinin artigiyla beraber semptom ve bulgular goriilmeye baslar (215). Bu
nedenle DHEA polikistik over modeli yaratmak i¢in iyi bir segenek olarak
diisiiniilmiis ve polikistik over hayvan modeli olusturmak amaciyla kullanilmstir.
Immatiir disi sicanlara DHEA uygulanmas1 sonrasi overlerde kistik degisiklikler,
erken ovulasyon, asiklisite ve anovulasyon olugmaktadir (216).

Diizenli sikluslart olan matiir siganlar DHEA uygulamasi sonrast benzer
kistik over degisiklikleri gostermektedirler. DHEA verilmesi birakildiginda siganlar
normal sikluslarina donmektedirler (217). Neonatal donemde disi sicanlarda DHEA
uygulamasi sonrasinda siklisitede kaybi1 olmus ve bu sicanlarda fertilite problemleri
gelismistir. Digilerde seksiiel davranislarda bir degisiklik olmamistir (218).
Sicanlarda ve kadinlarda yapilan arastirmalarda polikistik durumun olugmasinda,
folikiiler rekruitment ve kiiciik antral doneme kadar biiylimenin normal oldugu fakat
dominant folikiil se¢iminde bir bosluk oldugu gosterilmistir (219). Lee ve ark. (220)
sicanlara DHEA uygulamasini takiben polikistik over goriiniimii ve serumda kontrol
grubuna gore istatiksel olarak artmig androjen, Ostrojen ve prolaktin
konsantrasyonlar1 tespit etmislerdir.

DHEA’dan baska androstenedion veya testestoron vererek polikistik over
modeli olusturulmustur. Fakat bu model i¢in en uygun hormonun DHEA oldugu
gosterilmistir (221). DHEA uygulanip olusturulan polikistik over sican modelinde,
ayni insan polikistik overinde oldugu gibi insiilin resistans1 vardir ve adipoz dokuda

resistin diizeyleri artmistir (222).
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DHEA, PCOS ve Apoptoz

Disaridan uygulanan DHEA overlerde kist ve atretik folikiil gelisimine neden
olmaktadir. DHEA uygulayarak overlerde polikistik over modeli olusturulabilir.
DHEA uygulamasi artmig over apoptoza, atretik folikiil sayisinda artisa ve daha
biiylik folikiil capina neden olmaktadir (223, 224). DHEA uygulanan sigan
overlerinde polikistik goriiniim olusmakta ve ¢ok sayida antral ve preantral folikiil
bulunmaktadir. PCOS 1lu overlerin atretik folikiillerinde TUNEL pozitif apoptotik
graniiloza hiicrelerde MT-1 MMP (membran type 1 matrix metallo proteinaz), Fas L
boyanmasi gozlenmistir. Dolayisiyla, over dokusunda DHEA fas/fas 1/kaspaz 8
(6liim reseptor baglantili yolak) yolagi folikiiler atrezide dnemlidir ve artmis MT-1
MMP doku yenilenmesinde ve yapisal luteolizde 6nemli rol oynar (225). Kistogenez
esnasinda apoptoz kumulus graniiloza hiicrelerinden mural graniiloza hiicrelere
dogru sistematik olarak ilerlemektedir. Buna zit olarak atretik folikiillerin graniiloza
hiicreleri rastgele sekilde apoptoza ugramaktadir. Dis graniiloza hiicreler arasi1 gap
neksuslar daha siki hal almaktadir DHEA dis mural katmanda keratin ekspresyonunu
artirir, apoptoz isaretlerinde azalma yapar (226).

Kiiltiir ortaminda bulunan folikiillerde DHEA uygulanmasi1 sonrasi IGF-1
aktivitesinin ve Ostrojen miktarlarinda artis oldugu gosterilmistir (227). Deneysel
arastirmalarda, DHEA overlerde oksidatif bir durum olusturmakta ve selektif olarak
T lenfosit infiltrasyonuna neden olmaktadir. Bu olusan kistik tabloya katkida
bulunmaktadir (224).

DHEA prohormon olarak etkisinin yaninda aromataz diizeylerin arttirarak
Ostrodiol miktarin1 arttirmaktadir. DHEA COX2 (cyclooxygenase 2), androjen
reseptOr ve dstrojen reseptor beta ekspresyonunu artirmaktadir. Bu olaylar ovulasyon
esnasinda gozlenen degisiklere benzerdir. Bu nedenle ovulasyonun olugmasinda
DHEA’nun etkisi oldugu diisiiniilmektedir (228). PCO de altta yatan
mekanizmalardan bir tanesi artmus lizil oksidaz aktivitesi ve azalmis MMP2
aktivitesidir. DHEA  overlerde ekstrselliller matriks olusumunu artirip yikimini
azaltarak ovulasyonu engellemekte ve bu durum PCO da gozlenen kist olusumuna

katkida bulunmaktadir (229).
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DHEA ve Oosit

DHEA uygulanan sicanlarda oositlerde mayotik aktivasyon olmaktadir. Bu
puberteye geciste onemli mekanizmalardan biri olarak goze carparken ayni zamanda
polikistik overli hastalarda olusan kistik folikiillerden sorumlu olabilir (230).
Shionara ve ark. (231) DHEA uyguladiklar1 siganlarda yaklasik %70 oositte

dejenerasyon gozlemlemislerdir.

DHEA Ve Over Oksidatif Stres Ve inflamasyon

DHEA uygulamasi1 overlerde lipid peroksidasyonunu, over oksidatif stresi
(iINOS(inducible nitricoxide synthase), iCOX 2(Siklooksijenaz) ve fosforile AMP
bagiml kinaz artis) artirmaktadir. Over PGE(prostoglandin E) diizeyleri artarken,
glutathion diizeyleri azalmaktadir . DHEA ile beraber metformin uygulamasi over
INOS ve COX 2 ekspresyonunu engellemektedir ve fosforikle AMP K-a
ekspresyonunu artirmaktadir (232). PCOS ta artmig oksidatif antikor varligi bu
hastalarda diisiik implantasyon oranlarina neden olmaktadir (233).

DHEA overlerde inflamasyonu artirmaktadir. DHEA enjekte edilen siganlarin
overlerinde kistik folikiillerde ve medullada artmig MAST hiicre ekspresyonu
gosterilmistir (234).

Sonug olarak DHEA overlerde bir inlamatuvar hiicre yogunlugu ve oksidatif
steres yaratmaktadir. Artmis over stres, kardiyovaskiiler riskte artisa neden

olmaktadir.

DHEA ve Uterus

Sistemik DHEA uygulanan siganlarda, uygulanan doza bagh olarak ii¢ uterus
kat1 (myometrium, stroma ve epitel) hipertrofiye ugramaktadir. Luminal epitel
kalinlig1i, bez epitel kalinligi ve total uterus ylizey alani artmaktadir.. DHEA
uygulamasi sonrasinda uterus bezlerinde konglomerasyon olusmakta ve apoptoz
olan hiicreler artmaktadir. Buna bagli olarak dejenere hiicrelerin ¢evreledigi kaviteler
olugmaktadir (235). Bez doseyici epitelde atipik hiicrelerde artis ve niikleer atipide
artis gozlenmektedir (236). DHEA uterusta proinflammatuvar ve prooksidan bir
durum meydana getirmektedir. CD4 T lenfosit infiltrasyonunu artirirken CD8 T

lenfosit infiltrasyonunu azaltmaktadir (237).
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Metformin uygulamasi, apoptoz olan hiicreleri, PGF2 alfa (prostoglandin
F2a) diizeylerini, COX 2 diizeylerini ve uterin nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesini
kontrol guruplarina yakin diizeylere getirmekte, uterus morfolosini diizeltmekte ve
CD4 ve CDS diizeyleri kontrol uterusta bulunan degerlere gelmektedir. Dolayisiyla;
DHEA, uterus dokusunda prooksidatif ve proinflammatuvar bir siireci
hareketlendirmekte ve bunun sonrasinda uterus dokusunda morfolojik bozukluklar ve
apoptozda artis olmaktadir. Antitlimor CD8 lenfositlerde azalma meydana gelmekte,
bu durum implantasyon oranlarini diisiirmekte, endometrial kanser gelisimine zemin
hazirlamaktadir (236). Metformin uygulamast DHEA nun uterus iizerinde meydana
getirdigi inflamatuvar, immiin ve oksidatif zararli degisiklikleri geriye ¢evirmektedir.
Dolayisiyla PCOS da metformin tedavisi over fonksiyonlarini normalize etmesi
yaninda uterin disfonksiyonu ve prekanserdz yapilarin olugsmasini engellemektedir

(232).

DHEA ve Gebelik

Yiiksek dozda DHEA wuygulanan gebe sicanlarda over PGE diizeyleri
artarken, glutation diizeyleri azalmaktadir (238). DHEA uygulanan gebe si¢anlarda
uterin nitrik oksit sentetazda azalma (Uterin relaksasyonda rol alan NO sentezi igin
gereklidir) olmaktadir. Embryonik kayip oranlar1 artmaktadir (238,239). Metformin
uygulamasi1 over oksidatif stresi azaltmakta ve uterin NOS aktivitesinde artisa neden

olmaktadir. DHEA nun neden oldugu embryonik kayb1 diizeltmektedir (239).

DHEA ve Gonadotropin

Tiirkmen ve ark. (182) PCOS olgular1 IVF 6ncesi hastalardan bir gruba iiriner
FSH, bir grubada hMG (human menapozal gonadatropin) uygulamiglardir. Her iki
gurup hastada serum androstenedion, Ostradiol diizeyleri artmistir. Ancak, FSH
uygulanan gurupta serum DHEAS diizeylerinde artis varken hMG uygulanan gurupta
artis saptanmamistir. Dolayisiyla hMG D5 yolagini baskilayarak over ve adrenal
steroidogenezi diizenlemektedir. OHSS(over hipersitumulasyon sendromu) gelisen
hastalarda serum DHEAS diizeyleri gelismeyen olgulara goére daha yiiksek
bulunmustur (240).



56

DHEA ve Kotii Over Yanith Hastalar

Androjenler over dokusunda teka hiicreleri tarafindan sentezlenmekte,
graniiloza hiicreleri iizerinde parakrin yolla etki gdstermektedirler. Folikiiler gelisim
donemine bagli olarak androjenler 3 yolla folikiiler biiyiimeyi diizenlerler. Birincisi
folikiiler degisimi kolaylastirarak, ikincisi Ostrojen sentezi igin substrat olarak,
ticlinciisii folikiilogenezi inhibe ederek etki gostermektedir.

Adrenal ve over androjenler atretiojenik degildirler fakat r FSH (rekombinant
FSH) ya kars1 duyarli olmayan folikiilleri stimule ederler ve bu cevapsiz folikiillerin
FSH ya cevabin artirabilirler. Androjenler direk androjenik etkiyle folikiil graniiloza
hiicrelerini prolifere etmekte ve FSH cevabini artirmaktadir. Bu durum puberteye
geciste adrenal androjenlerin roliinii gostermektedir  (puberte FSH ya karsi
duyarliligin baslamasi ile baslar) (241).

Serum androjen diizeyleri IVF gebelik oranlart ile koreledir. Serum
testosteron diizeyleri <20 ng/dl altinda oldugunda kotii IVF sonuglar1 ongoriilebilir
(242). Yapilan arastirmalarda dogal sikluslarda konsepsiyon olusan sikluslarla
olugsmayan sikluslarda luteal fazda serum DHEAS konsantrasyonlarinda iliski
saptanmamustir (243). Serum DHEA diizeyleri ile klinik gebelik oranlari arasinda
korelasyon yoktur (242). Artmis serum DHEAS diizeyleri olan hastalarda
deksametozon supresyon tedavisi ile IVF sonuglar1 diizelmemistir (244). Folikiiler
fazda deksametozon tedavisi sonrasinda klomifen sitrat direngli olgularda tedavi
sonuglarinda iyilesme gosterilmistir (245). Uciincii giin serum DHEA diizeyi
kullanilan gonadotropin diizeyi ile korele olarak gdsterilmistir (242)

Over rezervi azalmis hastalarda DHEA uygulamasi sonrasi over stimulasyonu
ile elde edilen oosit sayisi ve embryo sayis1 ve kalitesi arttirilabilir. Barad ve ark.
(246) over rezervi ciddi olarak azalmig 43 yasindaki bir olgudan kontrollii over
hiperstimiilasyon sonrasi elde edilen oosit ve embriyo sayisiin 75 mg/ giin DHEA
ve es zamanli akapunktur tedavisi sonrasi progresif sekilde istatiksel olarak anlamli
miktarda arttigin1 gosteren bir vaka sunumu yapmiglardir. Kotii over yanitl hastalara
DHEA tedavisi sonrasinda maksimum  Ostradiol —miktar1  artmis  ve
Ostradiol/gonadotropin ampul sayis1 azalmistir (240). Barad ve ark.(247) kotii over
yanith hastalarda IVF o6ncesi 4 ay siiresince 75 mg/giin DHEA tedavisi verdikleri

gurupta tedavi almayan gruba gore daha yiiksek gebelik oranlari bildirmislerdir.
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Maams ve ark. (248) prematiir over yetmezligi olan bes hastaya DHEA uygulamislar

ve serum FSH diizeylerinde diisme ve gebelik sonuglarini bildirmislerdir.

DHEA’nin Yan Etkileri

DHEA’nin yan etki profili genellikle molekiiliin intakrinolojik etkilerine bagh
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Diger bir deyisle molekiiliin ¢evre dokularda dstrojen ve
androjenik potent 5-alfa metabolitlerine doniistiiriilmesine bagli olarak ortaya
cikmaktadir (249). Bu yan etkiler 6zellikle kadinlarda ortaya ¢ikmaktadir ve en sik
cildi etkilemektedir. Oral DHEA tedavisinin baslica yan etkileri: androjenin deri ve
saglar iizerindeki etkilerine bagl olarak ortaya ¢ikan artmig sebum tiiretimi, deri ve
saglarin yaglanmasinda artis, alopesi ve hirsutizmdir (184,185, 250).

DHEA replazman tedavisi adrenal yetmezlik, AIDS(acquired immiine
deficiency syndrome), SLE, osteoporoz, libido kayb1 ve Alzheimer gibi kimi klinik
durumlarin 6nlenmesi veya tedavisinde veya saglikli bireylerde yashiliga karsi
uygulanmistir (183, 200, 251, 252,253, 254). Bu arastirmalarda yirmidort hafta
stiresince 200 mg/giinliik veya onalti hafta siiresince 2250 mg giinliik dozlarda
minimal yan etki insidans1 gézlenmistir. Bu arastirmalarin ilkinde SLE olgularina
yirmi dort hafta boyunca 200 mg /giin DHEA verilmis, ve bu tedavinin saptanan tek
yan etkisi akne insidansinin DHEA tedavisi goren bireylerde plaseboya gore artmis
olarak bulunmasi olmustur (253). Diger bir arastirma da ise; semptomatik HIV
(human immiin deficiency virus) pozitif bireylere en az 16 hafta boyunca 750 -2250
mg/giin olacak sekilde DHEA verilmis ve doz smirlayict bir yan etki ile
karsilagilmamistir. (251). Bu stireler boyunca belirtilen dozlar FDA (Food and Drug
Administration) tarafindan da giivenli bulunmustur.

DHEA’un bir diger yan etkisi HDL kolesterolii azaltmasidir. DHEA
replazmaninin 6zellikle kadinlarda HDL kolesterolii azalltig1 saptanmistir (184, 186,
255, 256, 257). DHEA’nun Lipoprotein profiline bu olumsuz etkileri, diger
arastirmalarla tutarlilik gostermemektedir. Cesitli yayinlarda DHEA ile oral
tedavinin Lipoprotein profilini etkilemedigi veya olumlu yonde etkiledigi
bildirilmistir (184,258). Ayrica DHEA’nin insiilin duyarliligini olumlu yo6nde
etkilemesi, Lipoprotein profili ile olusabilecek kardiyovaskiiler risk artigini
dengeleyecek bir unsur olarak goriinmektedir (259). Kaynaklarda DHEA

replazmaninin kardiyovaskiiler risk arttirdigina dair veri yoktur. Ayrica endojen
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DHEA ile de kardiyovaskiiler morbidite veya mortalite arasinda iliskiyi arastiran bir
cok arastirmada; iliskinin (eger varsa) zayif diizeyde oldugu sonucu ortaya
¢cikmaktadir (260, 261,262).

Karp ve ark. (263) over cevabini artirmak i¢in oral DHEA tedavisi alan bir
hastada epileptik nobet bildirmistir. Hastanin 6zge¢misinde 5 yil 6nce kafa travmasi
hikayesi vardir. Dolayisiyla doktorlar bu tedaviyi kullanirken dikkatli olmali ve
hastalarinin ndrolojik hikayesini sorgulamalidir.

Sonug olarak; oral DHEA tedavisini bir yilin altinda, 50-2250 mg /giin
kullanimininda minimal ve geri donebilen yan etkiler saptanmistir. Ancak uzun

donem DHEA replazmant ile ilgili veri mevcut degildir.
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3. GEREC ve YONTEMLER

Aragtirmamizda yirmi sekiz giinliik, 40-60 g agirliginda, toplam 120 adet
immatiir disi Sprague Dawley tiiri sigan kullanildi. Siganlar Eskisehir Osmangazi
Universitesi (ESOGU) Tibbi Cerrahi Arastirma Merkezi (TICAM) tarafindan
saglandi. Hayvanlara yapilacak uygulamalar icin ESOGU Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulun’ dan 02.01.2008 tarihinde 29 dosya numarali etik kurul onay1 alindi.

Sicanlar deney siiresince 12 saat aydinlik/karanlik 1siklandirmasi olan, 1sis1
2442°C ve nemi %355+5 olarak ayarlanmis ortamda yasatildi. Hayvanlar deneye
baslamadan 1 hafta dnce polikarbon seffaf kafeslere konularak ortam kosullarina
adaptasyonlar1 saglandi. Yiyecek ve su ihtiyaclar1 sinirsiz ve giinliik olarak saglandi
ve kontrol edildi. Saglik durumlar1 ve besin ihtiyaclar: giinliik olarak temin edildi.
Deneyin basinda ve sonunda viicut agirliklart tartildi. Deney sonunda ise vajinal

smear ile siklus tayinleri ve ayrica overlerin ve uteruslarin agirliklar 6l¢iildi.

3.1. Kimyasal Maddeler ve Uygulamalan

Arastirma guruplarinda kimyasal maddeler olarak 4-Vinylcyclohexene
diepoksid (VCD) (Fluka, 1302946, 250 ml), dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma
Chemical Co. St. Louis, MO, USA, 48H0074, 11) ve Dihidroepiandrosteron (DHEA)
(Sigma, D4000, 25 g) kullanildi. Guruplara 15 giin boyunca DMSO da ¢ozdiirtilen
VCD ve DHEA intraperitonal (i.p.) olarak ve her hayvana esit miktarda (0,02ml)
olacak sekilde verildi. Enjeksiyonlar, her bir hayvan i¢in ayr1 enjektorler kullanilarak
ve her giin ayni saate yapildi. Deneyde belirtilen siire sonunda sakrifikasyon islemi
Oncesi anastezi i¢in ketamin 90 mg/kg (Ketalar, 50 mg/ml, flakon, Pfizer) ve

Xylazine 10 mg/kg (Rompun, %2’ lik injeksiyonluk solusyon, Bayer) kullanild1.

3.2. Deney Guruplari

Arastirmamizdaki sicanlar arasinda rastgele segimle, Vinilsikloheksen
diepoksid (VCD), Dehidroepiandrosteron (DH), Vinilsikloheksen diepoksid +
Dehidroepiandrosteron (VDH) ve kontrol grubu olmak iizere dort gruba ayrildi. Her
gurupda 10 adet sican vardi. (Tablo 3.1)
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Tablo 3.1. Deney guruplari ve sican sayilari

GURUPLAR | VCD DHEA | VCD+DHEA | KONTROL | TOPLAM

15 GUN 10 10 10 10 40

3.3. Over ve Uterus Orneklerinin Degerlendirmeleri

Deney siiresi sona erdiginde son dozdan dort saat sonra ketamin ve ksilazin
anestezisi uygulandi. Sicanlar servikal dislokasyon ile oldiiriildii. Siganlarin overleri
ve uteruslart alindi. Organ agirliklart hassas terazide dikkatli bir sekilde tartildi.
Overler tartim isleminden sonra sol over 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 bloklari
hazirlandi.

Parafin bloklar1 hazirlanan dokularin her birinden Spm kalinligindaki seri
kesitler alindi. Kesitlerde genel degerlendirme ve folikiil sayisi tespiti icin H&E
boyama, apoptozu incelemek i¢in terminal deoxynucleotidyl transferase mediated
dUTP nick and labelling (TUNEL), Kaspaz 3 i¢in immiinohistokimyasal boyama
yapild.

Sigcanlardan anastezi sonrasi intrakardiyak kan ornekleri alindi ve santrifij ile

serumlar1 ayrildi. ELISA yontemi ile serum FSH, dstradiol diizeyleri dl¢iildii.

3.4. Folikiil Sayilarimin Tespiti

Isik mikroskobu ile overlerlere ait kesitlerde bulunan folikiiller sayildi.
Overlerden her 40. kesitte (her over i¢in 10-13 kesit) folikiiller sayildi. Kesitlerde,
tek katl yass1 folikiil hiicreleri bulunan folikiiller primordiyal folikiil, tek katl kiibik
folikiil hiicreleri bulunan folikiiller primer folikiil, iki veya daha c¢ok katli folikiil
hiicreleri bulunan ve folikiil hiicreleri arasinda antral bosluk bulunmayan folikiiller
sekonder folikiil, ¢cok katli folikiil hiicreleri arasinda antral bosluk bulunan folikiiller
antral folikiil olarak degerlendirildi. (110) Bu folikiiller saglikli ve atretik folikiil
olarak degerlendirildi. Graniiloza hiicre niikleuslarinda piknozis ve kromatin
redistribisyonu, sitoplazmik kondensasyon ve graniiloza hiicreleri ve oositler arasi

iliskinin ve diizenin bozulmus oldugu, oositleri eozinofilik boyali olan folikiiller
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atretik foliklil olarak degerlendirildi.(109) Ayrica overlerlerde bulunan korpus
luteum ve folikiil kistlerinin de sayimi yapildi. Azalmis graniiloza hiicre tabakasi ve
kalin teka interna tabakasiyla ici sivi dolu biiyiik yapilar folikiil kisti olarak
degerlendirildi.

Folikiillerin caplart ile graniiloza hiicrelerinin, teka hiicrelerinin kalinligi
okiiler mikrometre yardimiyla 6l¢tldii.

Immunohistokimyasal boyalarin (TUNEL ve kaspaz 3) degerlendirilmesi igin
rastgele secilmis 25 kesitte okiiler mikrometre yardimiyla X40 biiyiitme ile 50 alanda
degerlendirme yapildi. Kesitlerin fotograflar1 yiliksek ¢oziiniirlikte Olympus BH-2
marka fotomikroskop (Olympus Corp. Tokyo, Japonya)’a monte edilmis Olympus
DP 70(Olympus Corp. Tokyo, Japonya) dijital kamera kullanilarak ¢ekildi.

3.5. Over Icin Uygulanan Doku Takibi

14-24 saat boin sollisyonunda fiksasyon yapildi. 30°'lik alkolde 1 saat, 50°'lik
alkoldel saat, 70°'lik alkolde 1 saat, 80°' lik alkolde 15 dakika 90°' lik alkolde 15
dakika, 2 kere 96°' lik alkolde 10 dakika, 2 kere ksilol > de 10 dakika, parafin I’de 45
dakika, parafin II’de 1 saat Parafin [II’de 1 saat tutuldu.

3.6. Hematoksilin-Eozin Yontemi

Ksilol I’de 20 dakika, ksilol II’de 20 dakika, 2 kere 96°' lik alkolde 5’er
dakika , 90°' lik alkolde 5 dakika, 80°'lik alkolde 5 dakika, 70”lik alkolde 5 dakika,
Distile Su da 5 dakika, Hematoksilinde 2 dakika, yikama (akar suda) 5 dakika, Eozin
de 5 dakika, 70°'lik alkolde 3 dakika, 80°' lik alkolde 3 dakika, 90°' lik alkolde 3
dakika, 2 kere 96°' lik alkolde 3’er dakika, ksilol I de 20 dakika, ksilol II de 20
dakika

3.7. TUNEL Yo6ntemi

Apoptoz rutin histolojik kesitler ile gosterilebilir. Ancak daha hassas
yontemler bulunur. Bu yontemlerin basinda TUNEL gelmektedir. Apoptotik
sinyaller DNA 1iizerinde kiriklar olusturur. Ag¢iga ¢ikan DNA parcalarinin 3°-OH
uclara terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) araciligi ile digoxigenin
isaretlenmis ve isaretlenmemis deoksiniikleotidler eklenir. Daha sonra digoxigenin

isaretlenmis yeni niikleotidler anti-digoxigenin konjugati ile tespit edilir.
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Diaminobenzidine isaretlenmis 6rnek ile tepkimeye girerek DNA kirigir bolgesinde

¢cOziinemeyen substrat olusturulur.

Apoptoz Goriilen Hiicre Sayimi

Isik mikroskobu ile her hayvana ait rastgele secilmis kesitlerde X40 objektif
ile tim folikiillerde ayr1 ayr1 kahverengi boyanmis hiicreler sayilarak ortalama
alinmustir.
Kullanilan Kit : (Apoptag plus peroxidase 1n situ apoptosis detection kit S7101-

Chemicon international)
3.8. Kaspaz Yontemi
Kaspaz-3 Immiinohistokimyasal Boyama Yontemi

Kaspaz-3 hiicrelerde apoptoz i¢in olduk¢a Onemlidir. Apoptoza ugramis
hiicrelerdeki en son agsmadir ve geri doniisiimii yoktur. Cesitli sebeplerden kaspaz-3
aktivasyonu gerceklestiginde hiicrelerde apoptoz olay1 ger¢eklesmektedir. Kaspaz-3
immiinohistokimyasal olarak boyanma yogunlugu dikkate alinarak degerlendirildi.

Skorlama asagida gosterildi (241).
0: Higbir boyanma yok
1: Cok az boyanma var
2: Siddetli boyanma var

Kaspaz-3’lin immiinohistokimyasal olarak belirlenmesi i¢in 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.

3.9. ELISA

Ostradiol Ol¢iimii
ELISA yonetemiyle, Endocrine Technologies, INC. USA Rodent Ostradiol

ELISA ticari kiti kullanilarak, serumlarda Ostradiol Ol¢iimii yapildi. Bu testi,
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yarismali baglanma modelini baz alan solid faz enzim immunassay prensibine
dayanmaktadir. Ostradiol konsantrasyonu bilinmeyen serum Ornekleri (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 yarigirlar. Yikama asamasi ile baghh olmayan serbest
antijenler uzaklastirilir. Antikorlara baglanan isaretli antijenlerin miktari, isaretli
olmayan antijen konsantrasyonu (6l¢iilmek istenen dstradiol konsantrasyonu) ile ters
orantilidir. Bu aragtirmada, olusan renk degisimi 450 nm’de plate okuyucu ile
Olcililmiistiir. Cizilen standart egrisinden, serumlardaki Ostradiol konsantrasyonlari
tespit edildi. Sonuglar, pg/ml cinsinden ifade edildi. Kullanilan ticari kitin

sensitivitesi 5 pg/ml idi. 0 ile 2762 pg/ml arasindaki degerler 6l¢iildii.

FSH Ol¢iimii

ELISA yonetemiyle, Endocrine Technologies, INC. USA Rodent FSH
ELISA ticari kiti kullanilarak, serumlarda Ostradiol Ol¢iimii yapildi. Bu testi,
yarismali baglanma modelini baz alan solid faz enzim immunassay prensibine
dayanmaktadir. FSH konsantrasyonu bilinmeyen serum oOrnekleri (isaretli olmayan
antijen) ve konjuge FSH (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
uzaklastirilir. Antikorlara baglanan isaretli antijenlerin miktari, igaretli olmayan
antijen konsantrasyonu (6lgiilmek istenen FSH konsantrasyonu) ile ters orantilidir.
Bu arastirmada, 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.

3.10. istatistiksel Yontem

Viicut agirligi, uterus, over agirligi ve primordiyal, primer, sekonder folikiil,
korpus luteum ve kist sayilart sayilar ile TUNEL ile boyanmis primordiyal, primer,
sekonder folikiil, korpus luteum ve kistteki apoptoz gdsteren hiicre sayilar1 Kruskal-
Wallis testi ile karsilastirildi. Guruplar arasinda ¢ikan farklarda hangi guruplarin

arasinda fark oldugunu anlamak i¢inde Mann-Whitney testi kullanildi. Antral folikiil
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sayilart ve antral folikiilldeki TUNEL ile boyanmis apoptoz goOsteren hiicrelerin
sayis1 tek yonlii varyans analiz kullanilarak karsilastirildi. Guruplar arasinda ¢ikan
farklarda, hangi guruplar fark arasinda oldugunu anlamak i¢in TUKEY testi ile
karsilagtirildi. Normal dagilim gosteren verilerin 6zetlenmesinde ortalama+standart
sapma kullanildi. Normal dagilim gostermeyen verilerin 6zetlenmesinde median
(minimum ; maksimum) kullanildi. P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmigtir. Tiim testler ESOGU Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dalinda
yapilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Agirhiklar

4.1.1. Viicut Agirhklan

Kontrol ve aragtirma guruplarina ait deney baslangic agirliklar1 (DBA), deney
sonundaki viicut agirliklar1 (DSA) ve viicut agirhik farklari (VAF) bakimindan
karsilastirilmasi Tablo 4.1. de gbsterilmistir. Bu bulgulara gore:

Tablo 4.1. Denek agirliklarinin  kontrol ve arastirma guruplarina gore

karsilagtirilmast.

Agirliklar(mg) Kontrol VCD DH VDH p degeri
DBA 45£3,16 48,33+8,66 48,12+5,93 52,54+7,56 P=0,26
DSA 71,66+7,53 78,88+7,82 86,25+11,88° | 98,75+9,91*" | P<0,01
VAF 26,66+6,83 30,55+8,07 38,1249,61 46,25+4,43% | P<0,01

a; VDH grubu ile VCD grubu arasinda fark vardir. (p=0,001). b; VDH grubu ile kontrol grubu
arasinda fark vardir (p<0,001). c; DH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,04). d; VDH
grubu ile VCD grubu arasinda fark vardir (P=0,001). e; VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark

B e
S == %
- N \
£ w \& \ i
< z:- § §_%

Sekil 4.1. Denek agirliklarinin kontrol ve arastirma guruplarina gore karsilastirilmasi.
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Kontrol ve aragtirma guruplar1 arasinda deney baslangi¢c agirliklar1 (DBA)
bakimindan fark yoktur (p=0,26). Kontrol grubu ile aragtirma guruplar1 arasinda
deney sonundaki viicut agirliklar1 (DSA) ve viicut agirlik farklar1 (VAF) bakimindan
guruplar arasinda fark vardir (p<0,01).

Kontrol ve arastirma guruplart DSA karsilagtirldiginda; VCD + DHEA
(VDH ) grubu ile VCD (VCD) grubu arasinda fark vardir (P=0,001). VDH grubunda
VCD grubuna gore DSA daha fazladir. VDH ile kontrol grubu arasinda fark vardir
(p<0,001). VDH grubunda kontrole gére DSA’lar1 daha fazladir. DHEA grubu (DH)
ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,04). DH grubunda DSA kontrol grubuna
gore daha fazladir.

Kontrol ve arastirma guruplart VAF agirliklar1 karsilastirildiginda; VDH
grubu ile VCD grubu arasinda fark vardir (P=0,001). VDH grubunda, VAF, VCD
grubuna gore daha fazladir. VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir
(P<0,001). VDH grubunda kontrol grubuna gére VAF daha fazladir. DH grubu ile
VDH grubu arasinda fark yoktur (p=0,63). VDH grubunda DH grubuna gére VAF
daha fazladir.

4.1.2. Over ve Uterus Agirhklar
Kontrol ve arastirma guruplaria ait deneklerin sag over, sol over, uterus ve

toplam over agirliklarinin karsilastirilmas: Tablo 4.2. Sekil 4.2.2 de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Deneklerin sag over, sol over, uterus ve toplam over agirliklarinin kontrol

ve arastirma guruplarina gore karsilastirilmasi.
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Tablo 4.2. Deneklerin sag over, sol over, uterus ve toplam over agirliklarinin kontrol

ve arastirma guruplarina gore karsilastirilmasi.

Agirliklar(mg) Kontrol VCD DH VDH p degeri
Sol over 0,02+0,03 0,03+0,01 0,04+0,01 0,04+0,01 P=0,36
Sag over 0,02+0,00 0,03+0,01 0,04+0,01 0,05+0,00° P=0,007

Uterus 0,06+0,03 0,07+0,02 0,09+0,01 0,12+0,02°¢ P<0,001
Toplam over | 0,05+0,03 0,07+0,02 0,08+0,01 0,09+0,01¢ P=0,02
agirligy

a; VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,003). b; VDH grubu ile VCD grubu
arasinda fark vardir (p=0,001). ¢; VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,001).). d;
VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,019). (TUKEY testi)

Kontrol ve aragtirma guruplar1 arasinda sol over agirligi bakimindan fark
yoktur P=0,36. Sag over agirliklar1 bakimindan guruplar arasinda fark vardir P=0,007.
Uterus agirliklar1 bakimindan guruplar arasinda fark vardir P<0,001. Total over
agirliklart bakimindan guruplar arasinda fark vardir (P=0,02).

Kontrol ve arastirma guruplart sag over agirliklar karsilastirildiginda; VDH
grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,003). VDH grubunda kontrol
grubuna gore sag over agirlig1 daha fazladir.

Kontrol ve arastirma guruplar1 uterus agirliklart karsilastirildiginda; VDH
grubu ile VCD grubu arasinda fark vardir (p=0,001). VDH grubu uterus agirligi
VCD grubundan daha fazladir. VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir
(p=0,001). VDH grubunda uterus agirlig1 kontrol grubuna gére daha fazladir.

Kontrol ve arastirma guruplart toplam over agirliklar1 bakimindan
birbirleriyle karsilastirildiginda; VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir
(p=0,019). VDH grubunda toplam over agirlig1, kontrol grubuna gore artmistir.

Normallestirilmis organ agirliklari deney sonunda elde edilen organ

agirliklarinin  deney sonundaki hayvanlarin viicut agirliklarina boéliinerek elde

edilmektedir.

Deney sonundaki organ afahf

MNormallestirilmiz organ agulibkdary = - —
Deney sonundaki vileut agwhi




Deneklere ait normallestirilmis sag over,

68

normallestirilmis sol over,

normallestirilmis toplam over agirhigr ve normallestirilmis uterus agirliklarinin

karsilastirilmas: Tablo 4.3. de gosterilmistir. Bu bulgulara gore:

Tablo 4.3. Deneklere ait normallestirilmis sag over, normallestirilmis sol over,

normallestirilmis toplam over agirhi§i ve normallestirilmis uterus

agirliklarinin kontrol ve arastirma guruplarina gore karsilagtirilmasi.

Agirliklar(mg) Kontrol VCD DH VDH p degeri
Sol Over NOA 0,03+0,04 0,04+0,01 0,04+0,01 0,04+0,00 P=0,932
Sag over NOA 0,03+0,00 0,04+0,02 0,04+0,01 0,05+0,01 P=0,130
Total over NOA | 0,07+0,05 0,09+0,03 0,09+0,01 0,09+0,01 P=0,519
Uterus NOA 0,08+0,04 0,09+0,02 0,1+0,01 0,13+0,03 P=0,057
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Sekil 4.3. Deneklere ait normallestirilmis sag over, normallestirilmis sol over,

normallestirilmis toplam over agirlig1 ve normallestirilmis uterus agirliklarinin

kontrol ve arastirma guruplarina gore karsilagtirilmast.
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Kontrol ve arastirma guruplar1 arasinda arasinda normallestirilmis sol over
agirhig P=0,932, normallestirilmis sag over agirligi P=0,130, normallestirilmis toplam
over agirligi P=0,519 ve normallestirilmis uterus agirliklart P=0,057 bakimindan fark

yoktur.
4.2. Over Morfometrik Bulgular:
4.2.1. Folikiil Sayilar1

On bes giin kontrol ve arastirma guruplarina ait toplam primordiyal folikiil
sayisi, normal primordiyal folikiil sayis1 ve atretik primordiyal folikiil sayisinin

karsilastirilmast Tablo x de gosterilmistir. Bu bulgulara gore:

Tablo 4.4. Deneklere ait toplam primordiyal folikiil sayisi, normal primordiyal
folikiil sayis1 ve atretik primordiyal folikiil sayilarinin kontrol ve

aragtirma guruplarina gore karsilagtirilmasi.

Folikiiller Kontrol VCD DH VDH p degeri
Toplam 25+15,57 3,62+1,77*° 7,16£5,15° 3+1,87°¢ p=0,003
primordial
Normal 22,8+14,6 0,6240,52*%¢ | 6,5+4,84 ¢ 2+1,22¢" P<0,0001
primordial
Atretik 2,2+1,1 3+1,31™ 0,66+0,81¢ 140,71 p=0,006
primordial

a: VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p<0,0001). b: DH grubu ile kontrol grubu
arasinda fark vardir (p=0,017). c: VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,008). d:
VCD grubu ile DH arasinda fark vardir (P=0,001). e: VCD grubu ile VDH guruplart arasinda fark
vardir (p=0,03). f: VDH grubu ile DH grubu arasinda fark vardir (p=0,017). g: DH grubu ile kontrol
grubu arasinda fark vardir (p=0,017). h: VCD grubu ile DH grubu arasinda fark vardir (p=0,005). 1:
VCD grubu ile VDH guruplar arasinda fark vardir (p=0,011).




70

45 -
40
35
%0 B Kontrol
25
mVvVCD
£, 20
3 ¢l | ODH
10 4 T - @ VDH
| -
0 i
£ .

Gruplar

Sekil 4.4. Deneklere ait toplam primordiyal folikiil sayisi, normal primordiyal folikiil
sayis1 ve atretik primordiyal folikiil sayilarinin kontrol ve aragtirma guruplarina gore

karsilastirilmasi.

Kontrol ve arastirma guruplart arasinda, toplam primordiyal folikiil sayisi
bakimindan +guruplar arasinda fark vardir (p=0,003). Normal primordiyal folikiil
sayist bakimindan guruplar arasinda fark vardir (p<0,0001). Atretik primordiyal
folikiil sayis1 bakimindan guruplar arasinda fark vardir (p=0,006).

Kontrol ve aragtirma guruplar arasinda, toplam primordiyal folikiil sayilari
karsilastirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p<0,0001).
VCD grubunda kontrol grubuna gore toplam primordiyal folikiil sayis1 daha azdir.
DH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,017). DH grubunda toplam
primordiyal folikiil sayisi kontrol grubundan daha azdir. VDH grubu ile kontrol
grubu arasinda fark vardir (p=0,008). VDH grubunda toplam primordiyal folikiil
sayist kontrol grubundan daha azdir.

Kontrol ve aragtirma guruplari arasinda, normal primordiyal folikiil sayilar
karsilastirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p<0,0001).
VCD grubunda normal primordiyal folikiil sayis1 kontrol grubuna gore daha azdir.
VCD grubu ile DH arasinda fark vardir (p=0,001). VCD grubunda normal
primordiyal folikiil sayis1 DH grubuna gore daha azdir. VCD grubu ile VDH
guruplari arasinda fark vardir (p=0,03). VCD grubunda normal primordiyal folikiil
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sayist VDH grubuna gore daha azdir. VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark
vardir (p=0,008). VDH grubunda normal primordiyal folikiil sayis1 kontrol grubuna
gore daha azdir. VDH grubu ile DH grubu arasinda fark vardir (p=0,017). VDH
grubunda normal primordiyal folikiil sayis1 DH grubuna goére daha azdir. DH grubu
ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,017). DH grubunda normal primordiyal
folikiil sayis1 kontrol grubuna gore daha azdir.

Kontrol ve arastirma guruplart atretik primordiyal folikiil sayilari
karsilagtirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,021).
VCD grubunda atretik primordiyal folikiil sayis1 kontrol grubundan daha fazladir.
VCD grubu ile DH grubu arasinda fark vardir (p=0,005). VCD grubunda atretik
primordiyal folikiil sayis1t DH grubundan daha fazladir. VCD grubu ile VDH
guruplar arasinda fark vardir (p=0,011). VCD grubunda atretik primordiyal folikiil
sayist VDH grubundan daha fazladir. DH grubu ile kontrol grubu arasinda fark
vardir (p=0,03). DH grubunda atretik primordiyal folikiil sayis1 kontrol grubundan
daha azdir.

Kontrol ve aragtirma guruplarina ait toplam primer folikiil sayisi, normal
primer folikiil sayis1 ve atretik primer folikiil sayisinin karsilastiriimas: Tablo 4.5. de

gosterilmistir. Bu bulgulara gore

Tablo 4.5. Deneklere ait toplam primer folikiil sayisi, normal primer folikiil sayis1 ve

atretik primer folikiil sayilarinin kontrol ve arastirma guruplarina gore

karsilastirilmast.

Folikiiller Kontrol VCD DH VDH p degeri
Toplam 11,4+5,68 5,5+1,41° 5,6+5,08° 3+2,34° p<0,0001
primer
Normal 9,8+5,35 240,92%1 4,66+3,61° 2,4+1,67° p<0,0001
primer
Atretik primer | 1,6+0,54 3,5+0,924"¢ 10,54 0,6+0,89 p<0,0001

a: VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p<0,0001).b: DH grubu ile kontrol grubu
arasinda fark vardir (p=0,03).c: VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,008). d: VCD
ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p<0,0001) e: VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir
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(p=0,016). f: VCD grubu ile DH guruplar arasinda fark vardir (p=0,013). g: VCD grubu ile VDH
grubu arasinda fark vardir (p=0,002).
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Sekil 4.5. Deneklere ait toplam primer folikiil say1si, normal primer folikiil sayis1 ve
atretik primer folikiil sayilarinin kontrol ve arastirma guruplarina goére

karsilastirilmasi.

Kontrol ve arastirma guruplar1 arasinda, toplam primer folikiil sayisi, normal
primer folikiil sayisi, atretik primer folikiil sayis1 bakimindan guruplar arasinda fark

vardir (p<0.0001).

Kontrol ve arastirma guruplarinda, toplam primer folikiil sayilari
karsilastirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p<0,0001).
VCD grubunda toplam primer folikiil sayist kontrol grubundan daha azdir. DH grubu
ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,03). DH grubunda toplam primer folikiil
sayist kontrol grubundan daha azdir. VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark
vardir (p=0,008). VDH grubunda toplam primer folikiil sayis1 kontrol grubundan
daha azdir.

Kontrol ve arastirma guruplarinda, normal primer folikiil sayilar
karsilastirildiginda; VCD ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p<0,0001). VCD
grubu normal primer folikiil sayis1 kontrol grubuna gore daha azdir. DH ile kontrol
grubu arasinda fark vardir (p=0,03). DH grubunda normal primer folikiil sayisi
kontrol grubuna gore daha azdir. VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir

(p=0,016). VDH grubunda normal primer folikiil sayis1 kontrol grubuna gore daha
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azdir. VCD grubu ile DH guruplar1 arasinda fark vardir (p=0,02). VCD grubunda
normal primer folikiil sayis1 DH grubuna gore daha azdir.

Kontrol ~ve arastirma guruplar1 atretik primer folikiil sayilarn
karsilagtirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p<0,0001),
VCD grubunda atretik primer folikiil sayis1 kontrol grubuna gore daha fazladir. VCD
grubu ile DH arasinda fark vardir (p=0,013). VCD grubunda atretik primer folikiil
say1s1t DH grubuna gore daha fazladir. VCD grubu ile VDH guruplar1 arasinda fark
vardir (p=0,002). VCD grubunda atretik primer folikiil sayist VDH grubuna gore
daha fazladir.

Kontrol ve arastirma guruplaria ait toplam sekonder folikiil sayisi, toplam
antral folikiil luteum sayilart ve folikiil kisti sayilarinin

sayisi, korpus

karsilastirilmast Tablo 4.6. de gosterilmistir. Bu bulgulara gore:

Tablo 4.6. Deneklere ait toplam sekonder folikiil sayisi, toplam antral folikiil sayisi,
korpus luteum sayilar1 ve folikiil kisti sayilarinin kontrol ve arastirma

guruplarina gore karsilagtirilmasi.

Folikiiller Kontrol VCD DH VDH p degeri
Sekonder 14,2+5,54 525+2,19° | 4,1643,71° | 4,6+3,21° p=0,014
Antral 9,2+4 44 4,75+2,77%¢ | 3,5+2,07° 1,8+0,44° p=0,004
Korpus 6,2+4,27 3,12+0,83 2,16+1,47 3,442,19 p=0,291
luteum
Kist 3+1,58 1,1240,83%" | 2.4+1,14 2,4+1,14 p=0,042

a: VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p<0,0001) b: DH grubu ile kontrol grubu
arasinda fark vardir (p=0,009). c¢: VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,016).d: VCD
grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p<0,0001) e: DH grubu ile kontrol grubu arasinda fark
vardir (p=0,030). f: VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,008). g: VCD grubu ile
VDH grubu arasinda fark vardir (p=0,006). h: VCD grubu ile DH grubu arasinda fark vardir
(p=0,020).
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Sekil 4.6. Deneklere ait toplam sekonder folikiil say1s1, toplam antral folikiil say1si,
korpus luteum sayilar1 ve folikiil kisti sayilarinin kontrol ve arastirma guruplarina

gore karsilagtirilmasi.

Kontrol ve arastirma guruplar1 arasinda toplam sekonder folikiil sayisi
bakimindan guruplar arasinda fark vardir (p=0,014). Toplam antral folikiil sayis1
bakimindan guruplar arasinda fark vardir (p=0,004). Folikiil kisti sayilar1 bakimindan
guruplar arasinda fark vardir (p=0,042) Kontrol ve arastirma guruplari arasinda
korpus luteum sayilar1 bakimindan fark yoktur (p=0,291).

Kontrol ve arastirma guruplar1 sekonder folikiil sayilar1 bakimindan
birbirleriyle karsilastirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir
(p<0,0001). VCD grubunda sekonder folikiil sayisi kontrol grubuna gore daha azdir.
DH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,009). DH grubunda sekonder
folikiil say1s1 kontrol grubuna gore daha azdir. VDH grubu ile kontrol grubu arasinda
fark vardir (p=0,016). VDH grubunda sekonder folikiil sayist kontrol grubuna gore
daha azdir.

Kontrol ve arastirma guruplari antral folikiil sayilar1 karsilastirildiginda; VCD
ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p<0,0001). VCD grubu antral folikiil sayilari
kontrol grubundan daha azdir. DH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir
(p=0,030). DH grubu antral folikiil sayilar1 kontrol grubundan daha azdir. VDH
grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,008). VDH grubu antral folikiil
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sayilar1 kontrol grubundan daha azdir. VCD grubu ile VDH grubu arasinda fark
vardir (p=0,006). VCD grubu antral folikiil sayilar1 VDH grubundan daha azdir.

Kontrol ve arastirma guruplar folikiil kisti sayilar1 karsilagtirildiginda; VCD
grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,011). VCD grubu folikiil kist sayis1
kontrol grubundan daha azdir. VCD grubu ile DH guruplar1 arasinda fark vardir
(p=0,020). VCD grubu folikiil kist sayis1t DH grubundan daha azdir.

4.2.2. Folikiil Yiizdeleri
Kontrol ve arastirma guruplarina ait normal primordiyal folikiil, atretik
primordiyal folikiil, normal primer folikiil ve atretik primer folikiillerin yilizdelerinin

karsilastirilmasi Tablo 4.7. de gbsterilmistir. Bu bulgulara gore:

Tablo 4.7. Deneklere ait normal ve atretik primordiyal ve primer folikiillerin

yiizdelerinin kontrol ve aragtirma guruplarina gore karsilastirilmasi.

Folikiil Kontrol VCD DH VDH p degeri
Yiizdeleri (%)
Normal 90,1+4,77 13,33£11,37* | 91,87+11,48" | 70+18,25 P<0,0001

primordial %

Atretik 9,9+4,77 86,67+11,37*>¢ | 8,13+11,48" 30+18,25 P<0,0001

primordial %

Normal 84,15+7,48 35,46+12,78*"¢ | 87,5+13,69 88,66+17,57 | P<0,0001
primer%
Atretik 15,85+7,48 64,54+12,78""¢ | 12,5+13,69 11,34+17,57 | P<0,0001
primer%

a: VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p<0,0001). b: VCD grubu ile DH grubu arasinda
fark vardir (p<0,0001).c: VCD grubu ile VDH grubu arasinda fark vardir (p<0,0001). d: DH grubu ile
VDH grubu arasinda fark vardir (p=0,036).
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Sekil 4.7. Deneklere ait normal ve atretik primordiyal ve primer folikiillerin

ylizdelerinin kontrol ve aragtirma guruplarina gore karsilastirilmasi.

Kontrol ve arastirma guruplart arasinda, normal primordiyal folikiil, atretik
primordiyal folikiil, normal primer folikiil ve atretik primer folikiillerin yiizdeleri
bakimindan guruplar arasinda fark vardir (p<0,0001).

Kontrol ve aragtirma guruplari normal primordiyal folikiil yiizdeleri
karsilastirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p<0,0001).
VCD grubunda normal primordiyal folikiil yiizdesi kontrol grubundan daha azdir.
VCD grubu DH arasinda fark vardir (p<0,0001). VCD grubunda normal primordiyal
folikiil ylizdesi DH grubundan daha azdir. VCD grubu VDH guruplar: arasinda fark
vardir (p<0,0001). VCD grubunda normal primordiyal folikiil yiizdesi VDH
grubundan daha azdir. DH grubu ile VDH grubu arasinda fark vardir (p=0,036). DH
grubunda normal primordiyal folikiil yiizdesi VDH grubundan daha fazladir.

Kontrol ve arastirma guruplar1 atretik primordiyal folikiil ylizdeleri
bakimindan karsilastirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir
(p<0,0001). VCD grubunda atretik primordiyal folikiil yiizdeleri kontrol grubundan
daha fazladir. VCD grubu ile DH grubu arasinda fark vardir (p<0,0001). VCD
grubunda atretik primordiyal folikiil yiizdeleri DH grubundan daha fazladir. VCD
grubu ile VDH guruplan arasinda fark vardir (p<0,0001). VCD grubunda atretik
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primordiyal folikiil ylizdeleri VDH grubundan daha fazladir. DH grubu ile VDH
grubu arasinda fark vardir (p=0,036). DH grubunda atretik primordiyal folikiil
yiizdeleri VDH grubundan daha azdir.

Kontrol ve arastirma guruplart normal primer folikiil ytlizdeleri birbirleriyle
karsilastirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p<0,0001).
VCD grubunda normal primer folikiil yiizdeleri kontrol grubundan daha azdir. VCD
grubu ile DH grubu arasinda fark vardir (p<0,0001). VCD grubunda normal primer
folikiil yiizdeleri DH grubundan daha azdir. VCD grubu ile VDH grubu arasinda fark
vardir (p<0,0001). VCD grubunda normal primer folikiil yiizdeleri VDH grubundan
daha azdir.

Kontrol ve arastirma guruplar1 atretik primer folikiil ylizdeleri
karsilagtirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p<0,0001).
VCD grubunda atretik primer folikiil ytlizdeleri kontrol grubundan daha fazladir.
VCD grubu ile DH grubu arasinda fark vardir (p<0,0001). VCD grubunda atretik
primer folikiil yiizdeleri DH grubundan daha fazladir. VCD grubu ile VDH grubu
arasinda fark vardir (p<0,0001). VCD grubunda atretik primer folikiil yiizdeleri VDH

grubundan daha fazladir.

4.2.3. Folikiil Caplar
Kontrol ve arastirma guruplarina ait primordiyal ve primer folikiillerin ¢aplarinin ve
graniiloza tabaka kalinhiginin karsilagtirllmasi Tablo 4.8. de gdosterilmistir. Bu

bulgulara gore:
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Tablo 4.8. Deneklere ait primordiyal ve primer folikiillerin ¢aplarinin ve graniiloza

tabakas1 kalinliklarimin  Kontrol ve arastirma guruplarina gore
karsilagtirilmasi.
Folikiil Kontrol VCD DH VDH p degeri
Caplar1 (um)
Primordial FC | 39,19+3,15 38,81+5,04" 37,51+4,8 31,61+4,07 p=0,042
Primordial 3,43+0,45 2,040,75° 1,5120,9 2,23+1,71 p=0,018
FGK
Primer FC 74,78+11,78 | 81,71x17,82 | 70,03%6,38 60,14+3,44 p=0,113
Primer FGK 10,13+3,35 12,31+0,93 10,19+0,8 10,05+1,87 p=0,106

a: VCD grubu ile VDH grubu arasinda fark vardir (p=0,047). b: VCD grubu ile kontrol grubu arasinda
anlaml fark vardir (p=0,012).
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Sekil 4.8. Deneklere ait primordiyal ve primer folikiillerin ¢aplariin ve graniiloza

tabakas1 kalinliklarinin kontrol ve arastirma guruplarina gore karsilastiriimasi.

Kontrol ve arastirma guruplar

arasinda,

primordiyal

folikiil caplar

bakimindan fark vardir (P=0,042). Primordiyal graniiloza tabakasi kalinlig

bakimindan fark vardir (p=0,018). Primer folikiil ¢ap1 bakimindan guruplar arasinda
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fark yoktur (p=0,113). Primer folikiil graniiloza tabakasi kalinliklar1 bakimindan
guruplar arasinda fark yoktur (p=0,106).

Kontrol ve arastirma guruplari primordiyal folikiil caplar1 karsilagtirildiginda;
VCD grubu ile VDH grubu arasinda fark vardir (p=0,047). VCD grubu primordiyal
folikiil caplar1 VDH grubundan daha fazladir.

Kontrol ve arastirma guruplart primordiyal folikiil graniiloza tabakasi
kalinliklar1 karsilastirildiginda; DH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir
(p=0,012). DH grubu primordiyal folikiil graniiloza tabakasi kalinliklar1 kontrol
grubundan daha azdir.

Kontrol ve arastirma guruplarina ait sekonder folikiil ¢caplari, sekonder folikiil
teka tabakasi kalinliklar1, sekonder folikiil graniiloza tabakasi kalinligi, antral folikiil

capi, antral folikiil teka kalinlig1 ve antral folikiil graniiloza tabakasi kalinliginin

karsilastirilmast Tablo 4.9. de gosterilmigtir.

Tablo 4.9. Deneklere ait sekonder ve antral folikiil ¢aplarinin, teka ve graniiloza

tabaka  kalinliginin  kontrol ve  arastirma  guruplarina = gore
karsilastirilmast.
Folikiil Kontrol VCD DH VDH p degeri
Caplar1 (um)
Sekonder FC | 306,73+53 363,89+£122,66 | 323,61£162,79 359,05+58,85 | p=0,810
Sekonder 27,96+4,91 32,91+£8,85 23,16£11,55 27,55+4,98 p=0,243
FTK
Sekonder 74,48+13,54 98,24+40,22 82,94+42 85 101,07+14,23 | p=0,545
FGK
Antral FC 732,64+107,56 | 928,04+198,23 | 1097,31+170,93 | 939,98+297,3 | p=0,059
Antral FTK 50,78+9,46 59,21+12,46 53,48+7,65 55,55+11,42 | p=0,571
Antral FGK | 140,04421,43 | 164,39+20,46 | 162,18431,5 167,32425,75 | p=0,342
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Kontrol ve arastirma guruplar arasinda sekonder folikiil ¢caplar bakimindan
guruplar arasinda fark yoktur. (p=0,810) Sekonder folikiil teka tabakasi kalinliklari
bakimindan guruplar arasinda fark yoktur. (p=0,243) Sekonder folikiil graniiloza
tabakasi kalinlig1 bakimindan guruplar arasinda fark yoktur. (p=0,545) Antral folikiil
cap1 bakimindan guruplar arasinda fark yoktur. (p=0,059) Antral folikiil teka kalinlig
bakimindan guruplar arasinda fark yoktur. (p=0,571) Antral folikiil graniiloza
tabakasi1 kalinlig1 bakimindan guruplar arasinda fark yoktur. (p=0,342)

4.3. TUNEL immunohistokimyasal Boyamasi

Kontrol sayilarinin

ve arastirma guruplarina ait TUNEL(+) hiicre

karsilastirilmasi Tablo 4.10. de gosterilmistir. Bu bulgulara gore:

Tablo 4.10. Deneklere ait TUNEL(+) hiicre sayilarinin kontrol ve arastirma

guruplarina gore karsilagtirilmasi.

Folikiillerde Kontrol VCD DH VDH p degeri
TUNEL (4+) | Med(min;max) | Med(min;max) | Med(min;max) | Med(min;max)

hiicre sayist

Primordial 0 (0;0) 8(0;15) 0(0;2) 0 (0;5) P=0,140
Primer 0 (0;0) 15 (0;30) 3(0:16) 10 (0;12)° P=0,02
Sekonder 4 (3;406) 15 (8;55) 20 (7,5;24) 17 (3;32) P=0,531
Antral 35(16;83) 64(46;155) 50(29;410) 50(0;119) P=0,228
Korpus 0 (0;0) 0 (0;2) 0 (0;0) 0(0;34) P=0,136
Kist 0 (0;0) 0(0;8) 0(0;4) 0 (0;5) P=0,502

a:VCD ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p<0,01). b:VDH grubu ile kontrol grubu arasida fark
vardir (p<0,01).

Kontrol ve aragtirma guruplari arasinda primordiyal folikiillerde TUNEL (+)
hiicre sayist bakimindan fark yoktur (P=0,140). Sekonder folikiillerde TUNEL (+)
hiicre sayis1 bakimindan guruplar arasinda fark yoktur (P=0,531). Antral folikiillerde
TUNEL (+) hiicre sayist bakimindan guruplar arasinda fark yoktur (P=0,228). Korpus
luteumlarda TUNEL (+) hiicre sayis1 bakimindan guruplar arasinda fark yoktur
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(P=0,136) ve folikiil kistlerinde TUNEL (+) hiicre sayis1 bakimindan guruplar
arasinda fark yoktur (P=0,502). Primer folikiillerde TUNEL (+) hiicre sayisi
bakimindan guruplar arasinda fark vardir (p=0,02).

Kontrol ve aragtirma guruplar ait primer folikiillerde TUNEL (+) hiicre sayis1
karsilastirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,01). VCD
grubu primer folikiillerde TUNEL (+) hiicre sayis1 kontrol grubundan daha fazladir.
VDH grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,01). VDH grubu primer
folikiillerde TUNEL (+) hiicre sayis1 kontrol grubundan daha fazladir.

4.4. Kaspaz 3 Immunohistokimyasal Boyamasi
Primordiyal folikiil, primer folikiil, sekonder folikiil graniiloza tabakasi,
sekonder folikiil teka tabakasinda, antral folikiil graniiloza tabakasinda, korpus
luteum, kistik folikiillerde ve stromada kaspaz-3 yogunlugu immiinohistokimyasal
olarak ortaya konmus ve sonuglar1 birlikte degerlendirilmistir. Bu bulgulara gore:
Deney ve kontrol guruplar1 arasinda primordiyal folikiil kaspaz-3 boyanma
yogunlugu bakimindan birbirleri ile karsilastirildiginda guruplar arasinda anlamh

diizeyde fark yoktur. X*: 8,365 SD=6 p=0,237 (Pearson Chi-square) (Sekil 4.9)
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Sekil 4.9. Deneklere ait primordiyal folikiil graniiloza hiicrelerinin kaspaz 3

boyanma yogunlugunun ¢alisma ve kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.
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Deney ve kontrol guruplar1 arasinda primer folikiil kaspaz-3 boyanma yogunlugu
bakimindan birbirleri ile karsilastirildiginda guruplar arasinda anlamli diizeyde fark

yoktur. X% 5,838 SD=6 p=0,438 (Pearson Chi-square) (Sekil 4.10)
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Sekil 4.10. Deneklere ait primer folikiil graniiloza hiicrelerinin kaspaz 3 boyanma

yogunlugunun ¢aligma ve kontrol gruplarina gére degerlendirilmesi.

Deney ve kontrol guruplar1 arasinda sekonder folikiil graniiloza tabakasinda kaspaz-3
boyanma yogunlugu bakimindan birbirleri ile karsilastirildiginda guruplar arasinda
fark vardir (p=0,014). Sekonder folikiiliin graniiloza tabakasinda siddetli diizeyde (2.
derece) boyanan 3 folikiilden 2 si VCD grubuna aittir. X*: 15,356 SD=6 p=0,014
(Pearson Chi-square) (Sekil 4.11)
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Sekil 4.11. Deneklere ait sekonder folikiil graniiloza hiicrelerinin kaspaz 3 boyanma

yogunlugunun ¢alisma ve kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi

Deney ve kontrol guruplari arasinda sekonder folikiil teka tabakasi kaspaz-3
boyanma yogunlugu bakimindan birbirleri ile karsilastirildiginda guruplar arasinda
anlamli diizeyde fark yoktur. X*: 2,301 SD=3 p=0,604 (Pearson Chi-square) (Sekil
4.12).
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Sekil 4.12. Deneklere ait sekonder folikiil teka tabakasi kaspaz 3 boyanma

yogunlugunun ¢alisma ve kontrol gruplarina gore degerlendirilmesi.
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Deney ve kontrol gruplar1 arasinda antral folikiil teka tabakasi kaspaz-3
boyanma yogunlugu bakimindan birbirleri ile karsilastirildiginda gruplar arasinda
anlamli diizeyde fark yoktur. X*: 7,403 SD=3 p=0,062 (Pearson Chi-square)(Sekil
4.13).
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Guruplar

(0O=boyanma yok, 1=hafif boyanma, 2=kuvvetli boyanma)

Sekil 4.13 Deneklere ait antral folikiil teka tabakasi kaspaz 3 boyanma

yogunlugunun ¢aligma ve kontrol gruplarina gére degerlendirilmesi.

Deney ve kontrol guruplar1 arasinda korpus luteum kaspaz 3 boyanma yogunlugu
bakimindan birbirleri ile karsilastirildiginda guruplar arasinda anlamli diizeyde fark

yoktur . X*: 6,315 SD=3 p=0,182 (Pearson Chi-square) (Sekil 4.14)
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(0=boyanma yok, 1=hafif boyanma, 2=kuvvetli boyanma)

Sekil 4.14 Deneklere ait korpus luteumlarda kaspaz 3 boyanma yogunlugunun

calisma ve kontrol gruplarina gére degerlendirilmesi

Deney ve kontrol guruplar1 arasinda over stromasinda kaspaz-3 boyanma
yogunlugu bakimindan birbirleri ile karsilagtirildiginda guruplar arasinda fark vardir
(p=0,008). Over stromasinda siddetli diizeyde (2. derece) boyanan 6 overden 5’i
VCD grubuna aittir. X*: 24,846 SD=6 p=0,008 (Pearson Chi-square) (Sekil 4.15).

Ovaryum =0
sayisli =1
m2

Kontrol VCD - DH - VDH -

Guruplar

(0=boyanma yok, 1=hafif boyanma, 2=kuvvetli boyanma)

Sekil 4.15 Deneklere ait over stromasinda kaspaz 3 boyanma yogunlugunun ¢alisma

ve kontrol guruplarina gore degerlendirilmesi.
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4.5. Serum FSH, Ostradiol Ol¢iimleri
Kontrol ve arastirma guruplarina ait serum FSH, E2 diizeylerinin

karsilastirilmast Tablo 4.11. de gdsterilmistir. Bu bulgulara gore:

Tablo 4.11. Deneklere ait serum FSH, E2 diizeylerinin kontrol ve arastirma

guruplarina gore karsilagtirilmasi

Kontrol VCD DH VDH P

Med(min;max) | Med(min;max) | Med(min;max) | Med(min;max)

FSH | 15,1(15,1;15,1) | 0,68(0,36;0,87)*>° | 15,1(15,1;15,1) | 15,1(15,1;15,1) | P<0,0001

E2 | 83(34,5:377) | 999(196;2762.2)™ | 299,5(182;726) | 107(79,5;775) | P=0,18

a: VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark vardir (p=0,001). b: VCD grubu ile DH grubu arasinda
fark vardir (p=0,001). c: VCD grubu ile VDH guruplart arasinda fark vardir (p=0,003).d: VCD grubu
ile kontrol guruplart arasinda anlamh fark vardir (p=0,008). e: VCD grubu ile VDH grubu arasmda
fark vardir (p<0,048)

Kontrol ve arastirma guruplar arasinda serum FSH diizeyleri bakimindan
guruplar arasinda fark vardir (P<0,0001). Serum E2 diizeyleri bakimindan guruplar
arasinda fark vardir (P=0,18).

Serum FSH diizeyleri karsilagtirildiginda; VCD grubu ile kontrol grubu
arasinda fark vardir (p=0,001). VCD grubu serum FSH diizeyleri kontrol grubundan
daha azdir. VCD grubu ile DH grubu arasinda fark vardir (p=0,001). VCD grubu
serum FSH diizeyleri DH grubundan daha azdir. VCD grubu ile VDH guruplari
arasinda fark vardir (p=0,003). VCD grubu serum FSH diizeyleri VDH grubundan
daha azdir.

Serum E2 diizeyleri karsilastirildiginda; VCD grubu ile kontrol guruplari
arasinda fark vardir (p=0,008). VCD grubu serum E2 diizeyleri kontrol grubundan
daha fazladir. VCD grubu ile VDH grubu arasinda anlamh fark vardir (p=0,048).
VCD grubu serum E2 diizeyleri VDH grubundan daha fazladir.




87

4.6. Isik Mikroskobik Bulgulari

4.6.1. Kontrol Grubu

Arastirmamizin kontrol guruplarina ait overlerden elde edilen ve H&E ile
boyanmis kesitleri inceledigimizde, organlarin yiizeyinin tek katli kiibik epitel
ozelligindeki germinal epitel ile kapli oldugu, epitelin altinda ise fibroz bag dokusu
lifleri ve hiicrelerinden olusan kalin tunika albuginea tabakasi goriildii. Tunika
albuginea altinda ise c¢esitli say1 ve tipte folikiillerin (primordiyal, primer, sekonder
antral) oldugu korteks ile kan damarindan zengin medulla gézlendi. Folikiillerin
arasinda stromada yer alan hiicreler oval sekilli, biiylik niikleuslu ve sitoplazmalari
bazofilik olup guruplar halindeydi. Folikiillerin etrafinda ayrica diiz kas demetleri ve
bag dokusu lifleri goriildii. Kortekste az sayida damar kesitlerine rastlandi (Sekil
4.16.,4.17. , 4.18).

Over korteksinde folikiillerin ¢evresinde hiicreden zengin bag dokusu
yapisinda stroma gozlendi. Korteksin tunika albugineaya yakin boliimiinde ayrica
cok sayida primordiyal folikiil dikkati ¢cekmekteydi. Primordiyal folikiillerde icte
oosit ve oositin ¢evresinde tek katli yassi graniiloza hiicreleri yer almisti. Oosit
biiyilk Okromatik bir niikleusa sahip olup niikleolusu belirgindi. Primordiyal
folikiiller yani sira, bir oosit ve ¢evresinde tek katli kiibik sekilli graniiloza hiicreleri
bulunan folikiiller de bu bolgede gozlendi. Primer folikiiller primordiyal
folikiillerden ¢ap olarak biraz daha biiyliktii. Oosit ile graniiloza hiicreleri arasinda
zona pellusida olusmaya baslamist1 (Sekil 4.16. , 4.17. ).

Sekonder folikiillerde oositin etrafinda ¢ok katli epitel goriiniimiindeki
graniiloza hiicreleri ile oosit ve graniiloza hiicreleri arasinda zona pellusida belirgin
olarak gozlendi. Sekonder folikiillerde graniiloza hiicreleri diginda teka folikiilii
olugmaya baglamisti(Sekil 4.16. , 4.17.).

Antral folikiillerde c¢ok tabakali graniiloza hiicreleri arasinda diizensiz
bosluklar vardi. Bazi antral folikiillerde bosluklar birleserek tek bir bosluk (antrum)
olusturmustu. Ayrica antrumun i¢ kisimlarina dogru oosit ve graniiloza hiicreleri
birlikte kiimiiliis ooforusu sekillendirmisti. Bu folikiillerde zona pellusida oldukga
belirgindi. Folikiilii distan saran teka folikiilii iki tabakali olarak gozlendi. Teka
internada fibroblastlar, kiiciik kas demetleri ve kan damarlar1 goriildii. Teka

eksternada ise diiz kas demetleri ile birlikte kollajen liflerde gézlendi (Sekil 4.18.).
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Overin 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.

4.6.2. Vinylcyclohexene Diepoksid (VCD) Grubu

VCD uygulanan guruplardaki siganlardan alinan ve H&E ile boyanan over
kesitleri incelendiginde, 15 gilin gurupta overi digtan saran germinal epitel tek kath
kiibik hiicrelerden olusmaktaydi. Germinal epitelin altinda tunika albuginea yer
almaktaydi (Sekil 4.19.).

Kesitlerde over korteksi incelendiginde primordiyal folikiillerin sayica
azalmis oldugu ve bilyiik ¢cogunlugunun da dejenere oldugu goézlendi. Dejenere
folikiilde yer alan oositte kromatinin niikleus zarina yakin yogunlastigi ve oosit ile
graniiloza hiicreleri arasinda iligskinin bozuldugu goézlendi. Ayrica oositin ¢evresini
saran graniiloza hiicrelerinde hiicre icerigi dagilmis olarak ve yan ylizeylerde
ayrilmalar gozlendi. Normal primordiyal folikiiller ise olduk¢a az sayida goriildii
(Sekil 4.19.).

Primer folikiillerin kii¢iik captakilerinin VCD toksisitesinden etkilendigi,
daha biiyiik captaki folikiillerin ise normal oldugu goézlendi. Buna ragmen atretik
folikiillerin sayisinin normal folikiile oranla arttig1 belirlendi. Atretik folikiillerde ise
fragmente olmus oosit ve apoptoza giren graniiloza hiicrelerinde belirgin sekilde artis
gozlendi. Ayrica graniiloza hiicrelerinin yan yiizeylerinde ayrilmalar saptandi. Bazi
oosit ve graniiloza hiicrelerinde hiicre zar1 biitiinliiglintin bozuldugu goézlendi (Sekil
4.19.).

VCD grubunda sekonder ve antral folikiiller kontrole gére daha az sayida
oldugu goriildii. Bu folikiillerdeki oosit yapist normal olarak goriildii. Bununla
birlikte graniiloza ve teka tabakalarindaki hiicrelerinde de apoptoza giren hiicrelerin
sayica arttigr gozlendi. Bu hiicrelerin bazilarinda kromatin, niikleus zarina yakin
yogunlagmisti. Ayrica hiicre igerigi dagilmis halde ve komsu hiicreler ile
baglantilarin azaldig1 goriildi (Sekil 4.19. , 4.20. , 4.21.).

VCD grubundaki korpus luteumda ise nadir olarak sekilleri ve siirlar

diizensiz olan dejenere hiicreler gozlendi. Korpus luteum sayist bakimindan VCD
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grubu ile kontrol grubu arasinda fark yoktu. Korteksteki stromal hiicreler kontrol
grubuna benzerdi (Sekil 4.19.).

Over medullasinda kortekse gore biiylik kan damarlari ve yogun lifler
goriildi. Medullada bulunan stromal hiicrelerde herhangi bir dejenerasyon

gozlenmedi.

4.6.3. DHEA Grubu

Dihidroepiandrosteron uygulanmis sicanlardan elde edilen H&E boyasi
uygulanan over kesitlerinin yapisal 6zellikler kontrol grubu ile benzerlik gosterdi.
Overun disinda tek katli kiibik germinal epitel ve altinda tunika albuginea yer
almaktaydi (Sekil 4.22.).

Over korteksinde bulunan primordiyal, primer, sekonder ve antral folikiillerin
yapisi ve sayilar1 kontrol grubuyla benzerdi. Folikiillerin igerisinde bulunan oositte,
niikleolusu belirgin biiylik bir niikleus gozlendi. Primordiyal ve primer folikiiler
normal yapidaydi ancak sekonder ve antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde
apoptoz gozlendi (Sekil 4.22. , 4.23. , 4.24.).

DHEA uygulanan grubun over kesitlerinde korpus luteumun yap1 ve sayisal
yonden kontrol grubuna benzerdi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda over

korteksinde dagilms folikiil kistlerinin sayisinda artis gdzlendi

Over medullasinda kortekse gore daha biiyiik kan damarlar1 ve lif yapilar
goriildii. Medullada bulunan stromal hiicrelerde herhangi bir dejenerasyon

gozlenmedi.

4.6.4. Vinylcyclohexene Diepoksid+Dehidroepiandrosteron (VDH) Grubu

VCD ile DHEA’ nin birlikte uygulandig: siganlardan elde edilen overlarin
H&E ile boyanmis kesitleri incelendiginde, organi distan tek kath kiibik ve yer yer
tek katli yassi germinal epitelin sardigi ve altinda tunika albugineanin yer aldig
gozlendi.

Over kesitlerinde, primordiyal folikiillerin VCD toksisitesinden korundugu
gozlendi. Overde bulunan primordiyal folikiillerin normal olanlarinin sayis1t VCD
grubuna oranla artarken atretik folikiiller ise azalmisti. Primer folikiillerde VCD’nin
kiiciik captaki folikiillere olan olumsuz etkisi DHEA uygulanmasiyla kismen ortadan

kalkmisti. Sekonder ve antral folikiiller bu gurupta normal yapida gozlendi. Bu
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folikiillerin korteksdeki yogunluklar1 kontrol guruplarina gére azalmakla birlikte
VCD grubuna gore artmis olarak gozlendi. Oositte biiyiik bir niikleus vardi ve
niikleolusu belirgindi. Graniiloza hiicreleri daha diizgiin sekilli ve niikleuslar:
Okromatikti. Graniiloza hiicrelerindeki dejenere olmus hiicrelerin sayist azalmisti (

Sekil 4.25. ,4.26).

4.6. Immiinohistokimya

TUNEL

TUNEL methodu ile boyanmis over kesitlerinde kontrol guruplarinda,
primordiyal ve primer folikiillerde TUNEL (+) boyanan hiicre yoktu. Sekonder ve
antral folikiillerde ise az sayida TUNEL (+) boyanan hiicre goriildii. Stromada ve
teka tabakasinda boyanma goriilmedi (Sekil 4.27. , 4.28. , 4.29.).

VCD grubunda primordiyal, primer, sekonder ve antral folikiillerin graniiloza
hiicrelerinde az sayida TUNEL (+) boyanma goriildii. Teka tabakasi, stroma ve
korpus luteumda apoptoz gosteren hiicrelere rastlanmadi. DHEA grubunda kontrol
grubuyla benzer sekilde primordiyal ve primer folikiillerde TUNEL (+) hiicre yoktu.
Sekonder ve antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde ise az sayida TUNEL (+)
boyanma gozlendi. Stroma ve teka tabakasinda boyanma goriilmedi. VDH grubunda
ise primordiyal ve primer folikiillerde TUNEL (+) boyanmis hiicre belirlenmedi.
Sekonder ve antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde kontrol grubuna benzer
sekilde ¢cok az sayida TUNEL (+) boyanma vardi (Sekil 4.30. , 4.31. , 4.32.,4.33.).

Kaspaz-3 antikoru ile boyanmis over kesitlerinde, kontrol guruplarinda
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 boyanma goriilmedi. Ayrica bu
guruplardaki korpus luteumlarda da herhangi bir boyanma gozlenmedi (Sekil
4.34.,4.35.).

VCD grubunda bazi primordiyal ve primer folikiillerde az yogunlukta
boyanma go6zlendi. Sekonder folikiillerde boyanma gozlenmezken antral folikiillerin
graniiloza hiicrelerinde Ozellikle antral kaviteye yakin hiicrelerde yogun olarak
boyanma go6zlendi. Bu gurupta atretik folikiillerde yogun bir sekilde boyanma

gozlendi. Ancak stromal hiicrelerin bazilarinda da yogun boyanma gozlendi. (Sekil
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4.36 , 4.37. 4.38.). DHEA grubunda primordiyal ve primer folikiillerde kaspaz 3
antikoru ile boyanma gozlenmedi. Sekonder ve antral folikiillerin graniiloza
hiicrelerinde kontrol guruplariyla benzer olarak boyanma azdi. Stroma ve teka
tabakasinda bazi hiicrelerde boyanma goriildii (Sekil 4.39.).

VDH grubunda primordiyal ve primer folikiillerde kaspaz 3 antikoru ile
boyanma goriilmedi. Sekonder ve antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde ise
kontrol grubuna benzer sekilde az yogunlukta boyanma gozlendi (Sekil 4.39.).

Guruplarin over kesitlerinde folikiillerde yer alan oositlerde herhangi bir

boyanma gozlenmedi.
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Sekil 4.16. Kontrol grubuna ait over kesitinde korteksin goriiniimiil. A; oosit ve etrafinda tek kath

yassi Ozellikte graniiloza hiicreleri bulunan normal primordiyal folikiil (|). B; oosit ve etrafinda tek
katl kiibik 6zellikte graniiloza hiicreleri bulunan normal primer folikiil (—). C; kortekste primordiyal
(]) ve primer folikiiller (—). D; kortekste ¢ok sayida normal primordiyal folikiiller. E; normal primer
folikiil (—) F; tek katli kiibik 6zellikte over yiizey epiteli (—), ylizey epiteline yakin primordiyal
folikdiller (|) ve sekonder folikiiller (S). H&E, Bar 50um ve 100
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Sekil 4.17. Kontrol grubuna ait over kesitinde yiizey epiteli ve korteksin goriintimii.
A; tek katli kiibik 6zellikteki over ylizey epiteli (—) ve iki kath kiibik 6zellikteki
graniiloza hiicrelerinden olusan sekonder folikiil (S). B; over korteksindeki primer

(—) ve sekonder folikiiliin (S) goriiniimii. H&E, Bar 100pm

Sekil 4.18. Kontrol grubuna ait over kesitinde antral folikiil (A) H&E, Bar 100pm
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Sekil 4.19. VCD grubuna ait over kesitinde korteksin goriiniimii. A ve C; normal sekonder folikiil

(S), H&E, Bar 100pm E; over korteksindeki sekonder ve antral folikiiller normal goériilmekte. H&E,
Bar 500 um B; oositi dejenere olmus primer folikiil (—) ve primordiyal folikiilde (|), oosit kromatinin
nukleus zarina yakin bolgelerde yogunlastigi dikkat ¢gekmektedir. H&E, Bar 50um D; primordiyal
folikiilde (|), oosit sitoplazmasinda eozinofilinin arttig1 ve kromatinin nukleus zarina yakin
bolgelerde yogunlastigi ve primer folikiilde (—) graniiloza hiicrelerinin diizgiin sekillerinin
bozulmaya bagladig dikkat cekmektedir. H&E, Bar 500pm, F; normal antral (A) folikiil, normal
sekonder (S) folikiil ve folikiil kisti (yi1ldiz) goriilmektedir.
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Sekil 4.20. VCD grubuna ait over kesitinde A; normal antral folikiil H&E, Bar
200um, B; normal antral folikiil H&E, Bar 200pum

Sekil 4.21. VCD grubuna ait over kesitlerinde A; Antral folikiillerin antruma bakan

graniiloza hiicrelerinde ¢ok sayida apoptoz (") gosteren hiicreler. H&E, Bar
200um, B; Antral folikiillerin antruma bakan graniiloza hiicrelerinde ¢ok sayida
apoptoz (") gosteren hiicreler ve normal sekonder folikiiliin goriiniimii. H&E, Bar

200pum
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Sekil 4.22. DHEA grubuna ait over kesitinde korteksin goriiniimii. A; over korteksinin genel
goriiniimii. Gelisimin ¢esitli evrelerindeki folikiiller goriilmekte, H&E Bar 500um B; kortekste normal
primordiyal folikiil (|). H&E Bar 50um C; kortekste normal primordiyal () ve primer folikiil (—).
H&E Bar 50pum D; antral folikiiliin graniiloza hiicrelerinde ¢ok sayida apoptoz (*) gosteren hiicreler.
Bar 50pm E; kortekste normal primer (—) ve sekonder folikiil (—). H&E Bar 50um, F; kortekstekste

normal sekonder (S) ve antral (A) folikiil, Bar 200um, H&E
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Sekil 4.23.DHEA grubuna ait over kesitinde A; normal primordiyal (—) ve normal
antral folikiil (A) H&E, Bar 100um, B; normal sekonder folikiil (S) H&E, Bar 50um

Sekil 4.24. DHEA grubuna ait over kesitinde A; normal primordiyal (1) ve normal
sekonder folikiil (S) H&E, Bar 50um
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Sekil 4.25. VCD + DHEA grubuna ait over kesitinde normal sekonder folikiil (S)
H&E, Bar 100pm

Sekil 4.26. VCD + DHEA grubuna ait over kesitinde normal sekonder folikiil (S) H&E, Bar 100um
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Sekil 4.27. Kontrol grubuna ait over kesitinde, A; antral folikiilde az sayida TUNEL (+) olan (kirmiz1
ok) apoptoza giren hiicreler. TUNEL, Bar 100pm; B; antral folikiilde az sayida TUNEL (+) olan
(kirmiz1 ok) apoptoza giren hiicreler. TUNEL, Bar 50pum C; atretik folikiilde TUNEL (+) olan
(kirmiz1 ok) apoptoza giren hiicreler. TUNEL, Bar 100um D; antral folikiil genel goriiniim TUNEL,
Bar 200pm E; antral folikiilde az sayida TUNEL (+) olan (kirmiz1 ok) apoptoza giren hiicreler.
TUNEL, Bar 100um F; antral folikiilde az sayida TUNEL (+) olan (kirmiz1 ok) apoptoza giren
hiicreler. TUNEL, Bar 100um
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Sekil 4.28. Kontrol grubuna ait over kesitinde, A; normal antral folikiil. TUNEL, Bar 100um; B;
atretik folikiilde TUNEL (+) olan (kirmiz1 ok) apoptoza giren hiicreler TUNEL, Bar 100pm C; korpus
luteumda az sayida TUNEL (+) olan (kirmiz1 ok) apoptoza giren hiicreler. TUNEL, Bar 100pm D;
over korteksi genel goriiniim TUNEL, Bar 1 mm E; atretik folikiilde TUNEL (+) olan (kirmiz1 ok)
apoptoza giren hiicreler TUNEL, Bar 100um F; normal primordiyal folikiil (|). TUNEL, Bar 50pm
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Sekil 4.29. Kontrol grubuna ait over kesitinde, A; normal sekonder folikiil, TUNEL, Bar 100um B;
atretik folikiilde TUNEL (+) olan (kirmiz1 ok) apoptoza giren hiicreler ve primordiyal folikiiller (|),
TUNEL, Bar 50pm C; normal primordiyal folikiil (}) TUNEL, Bar 50um D; normal primordiyal (])

ve primer folikiiler («—), TUNEL, Bar 50pum E; kortekste normal primordiyal ve primer folikiiller
TUNEL, Bar 50pum F; antral folikiillerde az sayida TUNEL (+) olan (kirmiz1 ok) apoptoza giren
hiicreler. TUNEL, Bar 200pm



102

Sekil 4.30. VCD grubuna ait over kesitinde, A; normal sekonder folikiil TUNEL, Bar
50um B; normal antral folikiil, TUNEL, Bar 500pm Cj antral folikiillerde TUNEL
(+) olan (kirmiz1 ok) apoptoza giren hiicreler. TUNEL, Bar 200um. D; atretik
folikiillerde TUNEL (+) olan (kirmiz1 ok) apoptoza giren hiicreler. TUNEL, Bar
100pum



103

Sekil 4.31. DHEA gruba ait over kesitinde, A; normal antral folikiil TUNEL, Bar
100pm. B; normal primordiyal (|) ve primer (—) folikiil, TUNEL, Bar 50pm

Sekil 4.32. DHEA grubuna ait over kesitinde, A; kistik folikiilde az sayida TUNEL

(+) apoptoza giden hiicreler (kirmizi ok) TUNEL, Bar 100pum. B; normal primordiyal
(1) ve sekonder folikiil (S), TUNEL, Bar 50pm
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Sekil 4.33. VCD + DHEA grubuna ait over kesitinde, A; normal sekonder folikiil TUNEL,
Bar 50pm B; kistik folikiil TUNEL, Bar 100um C; atretik folikiilde TUNEL (+) olan
apoptoza giren hiicreler. TUNEL, Bar 100um.D; kistik folikiilde az sayida TUNEL (+) olan

apoptoza giren hiicreler. TUNEL, Bar 50um E; normal ovaryan korteks genel goriiniimii.

TUNEL, Bar Imm F; normal antral folikiil. TUNEL, Bar 200pum
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Sekil 4.34. . Kontrol grubuna ait over kesitinde, A; Antral folikiillde kaspaz 3 (+)
hiicreler (sar1 ok) B; normal sekonder folikiil. KASPAZ 3, Bar 50um

Sekil.4.35. Kontrol grubuna ait over kesitinde, normal antral folikiil
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Sekil.4.36.VCD grubuna ait over kesitinde A; antral follikiiliin antruma komsu graniiloza hiicrelerinde
kaspaz (+) hiicreler (sar1 oklar). KASPAZ 3, Bar 200 pm B; antral follikiiliin antruma komsu
graniiloza hiicrelerinde kaspaz (+) hiicreler (sar1 oklar). KASPAZ 3, Bar 100 pm, C ve D; atretik
follikiillerde kaspaz 3 (+) hiicreler (sar1 oklar), KASPAZ 3 Bar 50 um E; korpus luteum (k) genel
goriinim KASPAZ 3 Bar 200 um F; korpus luteumda kaspaz 3 (+) hiicreler. KASPAZ 3 Bar 50 pm
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Sekil 4.37 . VCD grubunda, A; stromada kaspaz 3 (+) hiicreler (sar1 oklar),
primordiyal follikiilde ([]) kaspaz 3 (+) hiicreler (sar1 ok) ve normal biiyiik primer
follikiil (1) KASPAZ 3, Bar 100um B; stromada kaspaz 3 (+) hiicreler (sar1 ok)
KASPAZ 3, Bar 50um

Sekil 4.38. VCD grubunda, A; primordiyal follikiilde () kaspaz 3 (+) hiicreler (sar1
ok) ve normal biiyiik primer follikiil ([1) B; primordiyal follikiilde kaspaz 3 (+)
hiicreler (sar1 ok) ve normal biiyiik primer follikiil ([1) KASPAZ 3, Bar 50um
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Sekil 4.39. DHEA grubunda, A; antral follikiil graniiloza hiicrelerinde az sayida
kaspaz 3 (+) hiicreler (sar1 oklar) KASPAZ 3, Bar 50pm B; normal antral follikiil,
KASPAZ 3, Bar 100um, C; stromada kaspaz 3 (+) hiicreler (sar1 oklar) KASPAZ 3,
Bar 50um D; antral follikiil graniiloza hiicrelerinde az sayida kaspaz 3 (+) hiicreler
(sar1 oklar) KASPAZ 3, Bar 200pm E; antral follikiil kumulus ooforus ve antruma
bakan graniiloza hiicrelerinde az sayida kaspaz 3 (+) hiicreler (sar1 oklar) KASPAZ
3, Bar 100um F; antral follikiil antruma bakan graniiloza hiicrelerinde ve teka

tabakasinda kaspaz 3 (+) hiicreler (sar1 oklar) KASPAZ 3, Bar 50um .
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5. TARTISMA
Sicanlarda Prematiir Over Yetmezligi

VCD Uygulamasi-Doz Planlanmasi

Overlerde folikiil gelisimi ve tireme fonksiyonu disilerin ¢evresel toksinlere
maruziyeti sonrasinda etkilenebilir. Bu maddelerin tireme fonksiyonu iizerine etkisi
folikiillerin etkilendigi doneme bagli olarak degisir. Biiyliyen ve preovulatuvar
folikiilleri etkileyen maddeler liremede gecici bir duraklamaya neden olurlar. Ciinkii
zarar goren folikiillerin yerini yeni primordial ve primer folikiiller hizla alir. Bunun
aksine primordial ve primer folikiillerde bir hasar olusacak olursa, fertilite, gelisen ve
ovulatuvar folikiiller saglam kaldig1 i¢in gegici bir siire etkilenmez, sikluslar normal
diizeninde devam eder. Bu durum haftalar, aylar veya yillar siirebilir. Ancak bu
folikiiller bittigi zaman geride replasman1 saglayacak olan primordial folikiil havuzu
kalmadig1 icin iireme fonksiyonunun azalmasi kaginilmaz olur. Insan, fare ve
siganlarda yapilan arastirmalarda polisiklik hidrokarbon siklofosfamid ve
pestisidlerin primordial ve primer folikiillere hasar verdigi gosterilmistir (264, 265).

VCH ve epoksid metaboliti olan VCD plastik sanayide, komiir ve sigara
dumaninda bulunan bir maddedir (266). Yapilan arastirmalarda VCH/VCD’nin fare
ve siganlarda primordial ve primer folikiillerde apoptozu indiikleyerek folikiil kaybi
olusturmasi sonrasinda diizensiz sikluslara neden olmakta ve hormonal degisiklikler
yaptig1 gosterilmistir. Primordial ve primer folikiil havuzunun tamamen tiikenmesi
sonrasinda menopoz kaginilmaz olmaktadir (135,151).

Aragtirmamizda yirmi sekiz giinliik Spraque Dawley tiirii siganlara on bes
giin siiresince DMSO igerisinde ¢oziilmiis VCD 160mg/kg uyguland1 ve son doz
uygulamadan dort saat sonra sakrifiye edildiler. Deneyimizde kullandigimiz VCD
dozu ilk kez Spraque Dawley siganlara arastirmamizda uygulanmistir. Yapilan
arastirmalarda yirmi sekiz giinliik sicanlara on bes giin siiresince 80-320mg/kg
arasinda cesitli dozlarda VCD uygulanmigtir. 160mg/kg uygulanan gurupta on
besinci glinde primordial ve primer folikiiller belirgin sekilde azalirken sekonder ve
antral folikiillerde nadiren azalmalar bulunmustur. Bu nedenle 160mg/kg VCD ve on

bes giin boyunca uygulanmasi biiyiik folikiilleri ve diger dokular1 etkilemeden
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uygulanabilecek optimal doz olarak gosterilmistir (144).Bu nedenle arastirmamizda

160mg/kg/giin VCD intraperitoneal uygulandi..

VCD Uygulamasi Sonrasi Olusan Viicut Agirhg Degisiklikleri

Arastirmamizda, tablo 4.1. de goriildiigii lizere; sicanlar deney bas1 agirliklar
(DBA) bakimindan karsilagtirildiginda guruplar arasinda fark yoktur. VCD
uygulanan gurupta DSA kontrol grubu ile benzer olarak bulunmustur.

VCD ile yapilan bazi arastirmalarda; VCD nin viicut agirligi lizerine bir etkisi
olmadig1 belirtilmistir. Celik ve ark.(268) arastirmamiz deney protokoliine benzer
standart diyetle beslenen immatiir siganlara on bes giin siiresince intraperitoneal yolla
160mg/kg/giin  VCD uygulamasit sonrast DSA lar1 kontrol grubuyla benzer
bulmuslardir. NHI kanser arastirmasinda; erkek ve disi siganlara oral yolla VCD
uygulanmasi sonrasinda viicut agirli1 kontrol grubuyla benzer bulunmustur (269).

Berger ve ark. (19) disi siganlara iki hafta siiresince igme suyunda 0.04%
VCD verdiklerinde kontrol grubuyla karsilagtirildiginda deney siiresince alinan kilo
ve deney sonu agirliklar agisindan farklilik saptamamaslardir.

Mayer ve ark. (144) farelere on giin siiresince VCD uyguladiklarinda yiiz
yirmi yedinci giinde viicut agirlig1 ve lireme organlar1 disindaki organ agirliklarinda
(adrenal, bobrek, dalak) degisiklik bulmamislardir. Mayer ve ark. (155) bir baska
arastirmada LDL reseptorleri silinmis kolesterolden zengin diyetle beslenen farelere
240 mg/gin/kg VCD uygulamasi sonrasinda kontrol guruplari, ooferektomi
uygulanan ve 17 beta Ostradiol uygulanan guruplar arasinda deney sonu viicut
agirliklari arasinda fark bulmamislardir.

Ito ve ark. (146) kirk iki giinliik Spraque Dawley siganlara iki ve dort hafta
stiresince DMSO ig¢inde ¢6ziilmiis 5, 20, 80mg/kg/giin VCD uyguladiklarinda viicut
agirliklarinin kontrol grubu ile benzer oldugunu bildirmislerdir.

Baz1 arastirmalarda ise VCD viicut agirliginda degisiklige neden olmustur.
Yapilan bir arastirmada, oral yolla on ii¢ hafta VCD uygulanan siganlarda ve
farelerde vuciit agirhginda diigme saptanmistir (115). Mayer ve ark. (110) Fischer
344 tiirsicanlara otuz giin siiresince 80mg/kg/giin VCD uyguladiklarinda ii¢ yliz
altmiginc1 giinde primordial ve primer folikiillerde tam kayip olmus ve menopoz

olusmustur. VCD uygulanan si¢anlarda {i¢ yiiz altmisinci gilinde viicut agirlig
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kontrol grubuna gore azalmistir. Bu arastirmalarda erken dénem bulgular
verilmemistir.

Hoyer ve ark. (105) Fischer 344 tiirsicanlara otuz giin siiresince VCD
uyguladiklarinda kilo kaybi olustugunu bildirmislerdir. Haas ve ark. (149) immatiir
farelere on yedi giin boyunca 160mg/kg/glin VCD uyguladiklarinda kontrol grubuna
gore kilo artisinin az oldugunu, yirmi sekizinci giinde ise viicut agirhginda fark
olmadigin1 belirlemislerdir. Yazarlar son dozdan yiiz seksen giin sonra VCD
uygulanan guruplarda kontrol grubuna gore kilo artist oldugunu gozlemislerdir.

Keck ve ark. (157) farelere on bes giin VCD uygulamasi ile farelerin kontrol
guruplarina goére daha fazla kilo aldigini bildirmislerdir. VCD uygulanan farelerde
over yetmezligi sonrasi aglik glukozu yiikseldigini belirlemislerdir.

Romero ve ark. (270) VCD uyguladiklar1 ve on iki hafta siiresince yiiksek
yagl diyetle beslenen farelerde kan insulin diizeylerinde artig, insulin direnci,
metabolik sendromun daha kolay olustugunu bildirmiglerdir. Bu farelerde 6zellikle
karm bolgesine kilo alimi, VCD uygulanmayan ve kontrol guruplarindaki farelere
gore daha fazla olmugstur. Kilo alim1 VCD uygulanmayan farelere benzer olmustur.

Bulgularimiza gore; on bes giin VCD uygulamasi viicut agirligi iizerine etki
etmemigstir. Kaynak bulgulariyla degerlendirildiginde bazi arastirmalarda kilo kaybi
gerceklesmis olmasi, VCD’nin hayvanlarin igtahin1 azaltmasina bagl olarak ortaya
ciktig1, VCD brrakildiktan sonra bu hayvanlarin istahi diizeldigi ve VCD uygulanan
guruplarda kilo artisinin oldugu gézlenmistir. VCD nin kilo artisinan neden oldugu
arastirmalarda over yetmezligi sonrasinda yliksek yagli diyetin etkisinin oldugu
belirtilmistir. Arastirmalarda kilo aldirici etki genelde farelerde olmustur. Bu
durumun, VCD nin farelerde daha kolay ve cabuk over yetmezligi olusturmasi
sonras1 ortaya cikan Ostrojen eksikligi ile olusan hiperfajiye bagli olabilecegi
belirtilmistir. Aragtirmamizda standart diyet kullanmamiz, kisa siire VCD
uygulamamiz, farkli bir sigan tiirii kullanmamiz nedeniyle viicut agirliklarinin
degismedigini digiinmekteyiz. Ayrica aragtirmamizda VCD uygulanan si¢anlarda
diger guruplardan ve kontrol grubundan daha yiiksek Ostrojen seviyelerinin ve
istahlarinin normal oldugu goézlenmistir. Bu durumda VCD nin kilo iizerine

etkilerinin daha uzun siirelerde gergeklesebilecegini diisiinmekteyiz.
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VCD Uygulamasi Sonrasi Olusan Over ve Uterus Agirh@: Degisiklikleri

Aragtirmamizda tablo 4.2. de goriildiigli {iizere; kontrol ve arastirma
guruplarina ait sag, sol ve toplam over agirliklari ve uterus agirliklar
karsilagtirildiginda VCD grubu ile kontrol grubu arasinda fark goézlenmemistir.
Ayrica arastirmamizda tablo 4.3. de goriildiigi tizere; kontrol ve aragtirma
guruplarina ait normallestirilmis sag, normallestirilmis sol , toplam over ve uterus
agirliklarn karsilastirildiginda VCD uygulanan gurup ile kontrol grubu arasinda fark
gdzlenmemistir.

Ito ve ark. (146) kirk iki giinliik Spraque Dawley si¢anlara iki ve dort hafta
stiresince 5, 20, 80mg/kg/glin VCD uyguladiklarinda over ve uterus agirliklarinda
fark gozlememislerdir. Celik ve ark. (268) immatiir Spraque Dawley sicanlara on bes
giin 160mg/kg/glin VCD uyguladiklarinda uterus ve over agirliklarinda kontrol grubu
ile fark olmadigini bildirmislerdir.

Flaws ve ark.(104) matiir Fischer 344 tiirsiganlara otuz giin siiresince VCD
uyguladiklarinda over agirliginin kontrol grubu ile benzer oldugunu, uterus
agirh@min ise kontrol grubundan %25 diisiik oldugunu bildirmislerdir. Immatiir
sicanlarda uterus ve over agirliklar1 kontrol grubuyla benzer olarak bulunmustur.
Yazarlar bu durumu matiir sicanlarda olusan azalmis 6stradiol seviyeleri sonrasinda
uterotrofik etkinin azalmasina, immatiir siganlarda ise sikluslar baglamadigi i¢in daha
Once uterusta dstrojen etkisi olmamasina bagli olabilecegini bildirmislerdir.

Mayer ve ark. (144) on giin siiresince 160mg/kg/giin VCD uyguladiklarinda
yiliz yirminci glinde over agirliginin kontrol overlere gére %20 ve uterus agirliginin
kontrol uteruslara gore %50 daha az Olgmiislerdir. Haas ve ark. (149) immatiir
sicanlarda on yedi giin VCD 160mg/kg/giin uyguladiklarinda yiiz sekseninci giinde
uterus agirhginda azalma saptamislardir. Yazarlar. bu durumu azalan 17 beta
Ostradiol seviyesine bagli olabilecegini bildirmislerdir.

Mayer ve ark. (110) otuz giin VCD 80mg/kg/glin VCD uyguladiklarinda, ii¢
yliz altmisinct giinde viicut agirlifina goére normallestirilmis over agirhigt VCD
uygulanan gurupta kontrol grubuna gore azalmis olarak 6lgmiislerdir. Hoyer ve ark.
(105) Fischer 344 tiirsiganlara otuz giin siiresince VCD uyguladiklarinda ii¢ ve alti
ayda normallestirilmis over agirliginda azalma bildirmislerdir. Bu aragtirmada erken

donem bulgular1 verilmemistir.
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Mayer ve ark. (155) LDL-/- farelerde VCD uygulama sonrasinda yiiz
yirminci glinde over agirliklarinda kontrol grubuna goére azalma varken uterus
agirhiginda bir degisme olmadigini bildirmiglerdir. Lohff ve ark. (151) farelere on
giin siiresince VCD uyguladiklarinda normallestirilmis uterus ve over agirliklarini
kontrol grubuna gore daha az bulmuslardir.

Aragtirmamizda VCD {ireme organ agirliklarmi etkilememistir. Over
agirhiginda degisiklik olmamasi primordial, primer folikiil ve oosit agirliginin total
over agirliginda fazla yer kaplamamasina bagli olabilir Diger arastirmalardan farkl
bir sican tiirti kullanmamiz uterus agirliginda degisiklik bulmamamiza neden olmus
olabilir. Immatiir siganlarda sikluslar baslamadig1 icin uterus agirliginda bir etkinin
olmadigida diisiiniilebilir.

Arastirmalarda eriskin siganlarda overdeki etkilere ikincil gelisen hormonal
degisikliklerin bir sonucu olarak ortaya uterus agirliginda degisiklik oldugu
belirtilmistir. Bu hayvanlarda azalan kan Ostradiol seviyesi ve siklisitede bozulmasi
sonrasi uteruslar daha az Ostrojene maruz kalmakta ve uterus agirligi azalmaktadir.
Ayrica VCD ile yapilan bir arastirmada postmenopozal overlerin irettigi
androjenlerin uterus agirlig1 iizerine etki ettigi bildirilmistir (144).

Spraque Dawley sicanlarda VCD nin over ve uterus agirligina etkilerinin

belirlenebilmesi i¢in daha uzun siireli aragtirmalarin yapilmasi gereklidir.
VCD Uygulamasi Sonrasi Overlerde Olusan Morfolojik Degisiklikler

Primordial ve Primer Folikiil Sayilar:

Arastirmamizda tablo 4.4. ve 4.5. te goriildigi iizere; VCD uygulanan
sicanlarda on bes giin sonunda primordiyal folikiillerde %86 ve primer folikiillerde
%64.5 atrezi gdzlenmistir.

Celik ve ark. (268) arastirmamiz protokoliine benzer uygulama yaptiklari
aragtirmalarinda on bes giin VCD uygulanmasi sonrasinda immatiir si¢anlarda
primordial folikiillerde %92, primer folikiillerde %62 oraninda atretik folikiil
belirlemiglerdir. Yapilan bir bagka arastirmada Fischer344 si¢anlara on bes giin
stiresince VCD 80 mg/kg/giin uygulandiginda primordial ve primer folikiillerde %50
kayip gozlenmistir. (108) Springer ve ark. (109) on bes giin VCD uygulamas1 sonrasi
%40 kayip bildirilmistir. Bu aragtirmada onuncu giinde primordial folikiil kaybi
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%25, on ikinci giinde %35 olarak bulunmustur. Primer folikiillerde hasar on iki
glinden 6nce olusmamustir. On bes giin dozun ardindan primer folikiillerde hasar
%63 olarak bildirilmistir.

Flaws ve ark. (147) Fischer 344 tiir siganlarda yaptiklar1 arastirmada otuz giin
stiresince 80 mg/kg/gliin VCD uygulamasiyla primordial folikiillerin %81, primer
folikiillerde %55 kayip bildirmislerdir. Mayer ve ark. (110) Fischer344 tiir sicana
otuz giin 80mg/kg/glin VCD uyguladiklar1 guruplardaki primordial folikiiller kontrol
grubunun %31 ve primer folikiiller %48.9 diizeyinde oldugunu bildirmislerdir. Flaws
ve ark. (104) otuz giin VCD uygulanan Fischer344 tiirii sicanlarda kontrol grubuna
gbre oosit igeren primordial folikiil sayisinin %19, primer folikiilleri ise kontrol
si¢can sayisinin ise %45 ine diistirdiiglinii bildirmislerdir.

Devine ark. (143) Fischer344 tiirii sicanlara tek doz 320mg/kg/gliin VCD
uyguladiklarinda primordiyal ve kiiclik primer folikiillerde altinci giin itibariyle
azalma bildirmislerdir. Bu arastirmada tek doz 40, 80 ve 160mg uygulamada
primordial ve primer folikiil sayilarinda on iki giine kadar degisiklik olmamustir. Tek
doz 360 mg/kg/giin VCD uygulandiginda otuz alti glinde biiylik primer folikiiller
harig tiim folikiil tiplerinde azalma gergeklesmistir.

Lohff ve ark. (151) yirmi sekiz giinlik immatur disi B6C3F1 farelere
80mg/kg/glin VCD uygulamiglardir. On giin VCD alan farelerde final doz
uygulandiktan sonra primordial folikiil , kiigiik primer folikiiller ve biiyiik primer
folikiil sayilarinda azalma bildirmislerdir.

Sahambi ve ark. (152), yirmi sekiz glinliik C57BL6 farelere 5 giin siiresince
240 mg/kg/giin VCD uyguladiklarinda on altinci giinde primordiyal ve primer folikiil
sayilarinda %96 oraninda azalma bildirmislerdir. Haas ve ark. (149) farelere on yedi
giin siiresince 160mg/kg/giin VCD uyguladiklarinda primordial ve primer folikiil
sayilarinin kontrol grubuna oranla %1.9 a diistiigiinii bildirmislerdir.

Mayer ve ark. (144) immatiir farelere 160 mg/kg/giin VCD uyguladiklarinda,
on bes giinde primordial folikiil ve primer folikiil sayilarinin kontrol grubuna gore
diistiigiinii ve kirk altinci giinden sonra primordial ve primer folikiil kalmadigini

bildirmislerdir.
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Keating ve ark. (126) postnatal dort giinliik farelerden elde ettikleri folikiilleri
VCD ile kiiltiir yapmiglardir. Primordial ve primer folikiil sayilar1 sekizinci giin
itibariyle azalmistir. Bu aragtirmada saglikli folikiillerin %90°1 kaybedilmistir.

Devine ve ark. (143) postnatal dordiincii giin fare over kiiltiiriinde on bes giin
stiresince 10-30 um VCD uygulanan guruplarda primordial, kiigiik primer folikiil
sayilariin azaldigini bildirmislerdir. Yazarlar ilk 24 -48 saat VCD uygulanan over
kiiltiirlerinde on besinci giinde primordial ve kiiciik primer folikiillerde kontrol
guruplarina goére azalmig oldugunu ve.daha biiyiik folikiillerin etkilenmedigini
bildirmislerdir.

Borman ve ark. (272). tek doz 80 mg/kg/giin VCD uygulayarak yirmi dort
saat sonra histolojik olarak inceledikleri preperatlarda saglikli primer folikiil
sayilarinda artis saptamiglardir. Bu hayvanlara on bes giin sonra bakildigi zaman
kontrol overlerine gore daha fazla sayida saglikli primer folikiil saptamislardir.
Primordial folikiil sayilarinda bir artig olmamistir.

Aragtirmamizda siganlara on bes gilin siire ile VCD verilmesi sonrast,
overlerde kaynaklarda bildirilen oranlardan daha yiiksek primordiyal ve primer
folikiil kayiplar1 belirlendi. 160 mg/giin VCD dozunun Spraque Dawley sicanlara
uygulanmasina rastlanmamustir. Atreziye ugramis folikiillerde yiiksek degerler ortaya
¢ikmasinin bu doz ve sigan tiirline bagli metabolizma farkliliklar1 nedeniyle oldugu
diistinmekteyiz. Kaynaklarda bir giin doz uygulamalar1 atrezi hizinda azalmaya
neden olurken tekrarlayan dozlarda VCD uygulamasinin atrezi hizini artirdigi
belirtilmistir.(112,272) Bulgularamizda primer folikiillerin VCD’ nin ovotoksik
etkisine primordial folikiillere gére daha direngli oldugu gozlendi. Keating ve ark.
(325) VCD nin primordial primer folikiil aktivasyonunu artirdigin1 bildirmislerdir.
Bu baglantida mevcut saglikli primordial folikiiller primer folikiille doniismiis
olabilir. Bulgularimizda arastirmalarla uyumlu olarak primordial folikiil sayilari
primer folikiillere gore azalmistir.

Arastirmamiz, farelerle yapilan VCD uygulamalar ile karsilastirildiginda
primordial ve primer folikiil kayiplarinin daha az gergeklesmis olmasi sican
folikiillerinin bu etkiye daha dayanikli oldugunu gostermektedir. Sicanlarla yapilacak
daha uzun doénem ve tekrarlayan doz VCD uygulamasi sonrasinda folikiillerde tam

kay1p olusabilecegini diistinmekteyiz.
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Primordial ve primer atretik/normal Folikiil Yiizdeleri

Aragtirmamizda tablo 4.7. de gorildiigii iizere; kontrol ve arastirma
guruplarma ait normal ve atretik primordial ve primer folikiil yiizdeleri
karsilastirildiginda; VCD uygulanan guruplarda normal primordial ve primer folikiil
say1 ve yiizdelerinde azalma goriilmiistiir. Atretik primordial ve primer folikiil say1
ve ylizdelerinde artig bulunmustur.

Yapmis oldugumuz kaynak taramasinda, VCD arastirmalarinda primordial ve
primer folikiillerde atrezi artist oldugu belirtilmekle beraber genel olarak sayi ve
ylizde verilmemistir. Ancak Kao ve ark. (273) Fischer 344 tiir siganlarda yaptiklari
aragtirmada 80 mg/kg/glin VCD uyguladiklarinda atretik primordial ve primer
folikiillerde degismenin alt1 ve sekiz glin guruplarinda olmadigini bildirmislerdir. Bu
arastirmada atretik primordial folikiil sayisindaki artig ilk kez on giinde ortaya
cikarken, atretik primer folikiil sayisindaki artis ilk kez on iki giinde ortaya ¢ikmustir.
Bu arastirmada farelerde atretik primordial folikiillerde artis sekizinci giinde
gergeklesirken ,atretik primer folikiillerde artis on ikinci giinde gerceklesmistir.

Celik ve ark. (268) lar1 immatiir Spraque Dawley sicanlara on bes giin
siiresince VCD uyguladiklarinda primordial folikiillerde daha fazla olmakla beraber
primer folikiillerde atretik folikiil yiizdelerinde artis bildirmistir. Bulgularimiz
kaynak bulgulariyla uyumludur. Arastirmamizda gozlenen primordial ve primer
folikiil sayilarindaki azalmanin bu folikiillerde atrezi sonucu gergeklestigini
diistiniilebilir. VCD immatiir sigcan over folikiil havuzunu olusturan folikiillerde

atrezi mekanizmalarini harekete gecirmistir.

Sekonder, Antral Folikiil Sayilari

Arastirmamizda tablo 4.6. da gorildiigii tizere; kontrol ve arastirma
guruplarina ait sekonder folikiil sayisi, antral folikiil sayis1 karsilastirildiginda; VCD
uygulanan gurupta kontrol grubuna gore sekonder folikiil ve antral folikiil sayilari
kontrol grubuna gore azalmis olarak goriilmektedir.

Celik ve ark. (268) immatiir siganlarda on bes giin VCD 160 mg/kg/giin
uyguladiklarinda sekonder ve antral folikiil sayilarinda azalma bildirmislerdir. Mayer
ve ark. (110) immatiir Spraque Dawley sigcanlara otuz giin VCD 80 mg/kg/giin

uyguladiklarinda otuzuncu giinde sekonder ve antral folikiil sayilarinda ve korpus
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luteum sayilarinda azalma bagladigin1 ve yiiz yirminci giinde istatistiksel diisiis
gozlemlemislerdir. Flaws ve ark. (147) otuz giin VCD uygulanan sicanlarda sekonder
ve antral folikiil sayilar1 %46 oraninda azaldigini bildirmislerdir.

Lohff ve ark. (151) yirmi giin VCD 80 mg/giin VCD uyguladiklar farelerin
tim folikiillerinde  folikiil sayilarinda istatiksel anlamli sekilde azalma tespit
etmislerdir.

Springer ve ark. (109) 80 mg/kg/giin VCD uygulanan Fischer 344
tiirsicanlarda sekiz, on, on bes giinde sekonder ve antral folikiil sayilar1 kontrol
grubuyla benzer olarak bildirmislerdir. Kao ve ark. (273) 80 mg/kg/giin VCD
uyguladiginda on ikinci giinde sekonder ve antral folikiil sayilar1 kontrol grubuyla
benzer olarak bildirmislerdir. Devine ve ark. (16) sicanlara postnatal dort-on dokuz
giinleri arasinda 80 mg/kg/giin dozunda on bes giin uygulamada sekonder ve antral
folikiil sayilarin1 benzer olarak bulmuslardir.

Flaws ve ark. (104). otuz giin VCD uygulanan matiir sicanlarda oosit igeren
biiyliyen folikiil sayilarinda degisiklik olmadigini, immatiir siganlarda ise kontrol
grubunun %54 {ine disiirdiigiinii bildirmislerdir. Yazarlar immatiir sicanlarda
primordial folikiillerin yikimi sonrasi sekonder folikiilde azalma oldugunu, matiir
sicanlarda ise sekonder ve antral folikiillerin bir kisminin olusmasi nedeniyle
degisme olabilecegini belirtmislerdir.

Lohff ve ark. (151) immatiir farelere on giin 160 mg/kg/giin VCD
uyguladiklarinda sekonder ve antral folikiil sayilarinda degisiklik olmadigini yirmi
giin VCD uyguladiklar1 hayvanlarda ise azalma bildirmislerdir.

Bulgularimiz  kaynak bulgulariyla degerlendirildiginde; gelisen biiyiik
folikiillerde azalmanin primordial ve primer folikiil havuzunun tiikkenmesi sonrasinda
gelistigi diistinmekteyiz. On bes giin VCD uygulanmasinda sekonder ve antral folikiil
sayillarinda meydana gelen azalma kaynaklarda gozlenen etkiden Once
gerceklesmistir. Bu etkinin kullandigimiz 160 mg/kg/giin yiiksek doz ve Spraque
Dawley sican tiirii ile iliskili oldugunu diisiinmekteyiz. Folikiil sayilarinda olusan bu
azalmanin ilerki donemlerde folikiil havuzunu tiikketerek prematiir over yetmezligi
olusturabilecegi ve bu doz ve sigan tiiriinlinde bu arastirmalarda kullanilabilecegini

diisiinmekteyiz.
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Korpus Luteum Sayilar:

Aragtirmamizda tablo 4.6. da gorildiigii tizere; kontrol ve arastirma
guruplarina ait korpus luteum sayilar karsilastirildiginda; VCD uygulanan gurup ile
kontrol grubu arasinda fark saptanmamistir. Ancak VCD uygulanan gurupta korpus
luteum sayilarinda azalma mevcuttur.

Mayer ve ark.Fischer 344 tiirsicanlarda korpus luteum sayilarinda azalmay1
yiiz yirminci glinde bildirmislerdir (110).

Celik ve ark. (268) immatiir Spraque Dawley sicanlara on bes giin siiresince
60 mg/kg/giin VCD uyguladiklarinda korpus luteum sayilarini kontrol grubuna gore
azalmis olarak bildirmistir. Benzer sig¢an tiirlii ve uygulama siire ve dozunda VCD
kullanmamiza ragmen farkli sonu¢ elde etmemiz hayvanlar arasi farklar nedeniyle
olabilir. Ayni arastirmacilarin erken donemde primordial ve primer folikiil
sayilarinda daha fazla oranlarda atrezi bildirmistir. Dolayisiyla farkli sonuglar elde
etmemiz bu nedenle de olugsmus olabilir. Arastirmamizda korpus luteum sayisinda
azalma olmamasint VCD nin folikiilogeneze direk etkisi olmamasi ve ovulasyonunu
engellememesi nedeniyle oldugu diisiinmekteyiz. Diger arastirmalarda ve bizim
arastirmamizda korpus luteum sayilarindaki azalmanin folikiil sayilarindaki
azalmaya ikincil olarak gelistigi diisiinmekteyiz. Ancak korpus luteum sayilarinda
azalma olabilmesi i¢in daha uzun siire ge¢cmesi gerekmektedir. Bu baglamda
sicanlara 160 mg/kg/giin uyguladigimiz VCD nin kaynaklarda bildirilen siireden

daha kisa siirede menopoz olusturabilecegi diistinmekteyiz.

Folikiil Kist Sayilar

Arastirmamizda tablo 4.6.da goriildiigli {izere; kontrol ve arastirma
guruplarina ait folikiil kist sayis1 karsilastirildiginda; VCD uygulanan gurupta kontrol
grubuna gore folikiil kist sayisim1 azalmis olarak bulundu. Celik ve ark. (268)
immatiir siganlara 15 giin VCD uyguladiklarinda folikiil kist sayilarini kontrol grubu
ile benzer saptamiglardir. Bu bulgumuzun VCD’ nin etkisini atrezik stireci

hizlandirarak gergeklestirdiginin indirek bir bulgusu oldugu diistinmekteyiz.
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Folikiil Caplar:

Aragtirmamizda tablo 4.8. de goriildigii {izere, kontrol ve arastirma
guruplarina ait primordial ve primer folikiil ¢aplar1 karsilastirildiginda; primordiyal
folikiiliin graniiloza hiicre ¢aplarini kontrol grubuna gore daha diisiik saptandi. Ancak
bu diistikliik istatiksel anlamli degildi. Kaynaklarda VCD ile yapilan arastirmalarda
folikiil ¢aplarmin degerlendirildigi az sayida arastirma mevcuttur. Bu bakimdan
aragtirmamiz VCD uygulanan si¢anlarda folikiil caplarinin nicelik olarak bu en genis
anlamda degerlendirildigi bir uygulamadir.

Springer ve ark. 10 giin VCD uyguladiklar1 guruplarda primordial folikiil ve
primer folikiil caplarinda farklilik bulmamislardir. Ancak bu arastirmada folikiil
caplar1 sayisal degerlerle belirtilmemistir (274).

Arastirmamizda primordial folikiil granuloza caplarinda azalma olmasinin
VCD nin granuloza hiicreleri iizerine etkisine ikincil olarak ¢iktig1 diistiniilebilir. Bu
bulgumuz kiigiik folikiillerdeki granuloza hiicrelerinin VCD ye daha duyarh
oldugunu desteklemektedir (147). Arastirmamizda VCD uygulanan guruplarda
saghikli  primordiyal folikiillerin  kii¢iik primordiyal folikiiler —oldugunu
gozlemlenmistir. VCD uygulanan guruplarda saglikli folikiillerin daha kiiciik ¢apta
olmas1 nedeniyle VCD nin etkisinin folikiiliin belirli bir biiyiikliige eristikten sonra
meydana geldigini diistinmekteyiz.

Arastirmamizda, tablo 4.9. de goriildiigi tizere; sigcanlar sekonder ve antral
folikiil caplar1 teka ve granuloza tabaka kalinligi karsilastirildiginda deney guruplari
ve kontrol grubu arasinda fark saptanilmadi. Bu bulgumuz kaynaklarda daha once
arastirilmamis bir konudur. Bulgumuz VCD nin kiigiik folikiilleri etkilemesiyle

uyumludur. VCD biiyiik folikiillerin boyutunu etkilememistir .

Isik Mikroskopi Bulgular

Aragtirmamizda siganlar1 son doz VCD uygulamasindan dort saat sonra
sakrifiye edildi. Flaws ve ark. (147). VCD nin kiiciik preantral folikiillerden elde
ettikleri graniiloza hiicrelerin viabilitesini bir, alt1 ve yirmi dort saat sonra azalttiini,
biiylik preantral folikiillerden elde edilen graniiloza hiicre viabilitesini yirmi dort saat
sonra azalttigini bildirmislerdir. Yaptigimiz kaynak taramasi sonrasinda, 6rneklerde
sagliksiz folikiilleri en fazla oranda gosterebilecek siire oldugu i¢in sicanlar son doz

uygulamadan dort saat sonra 6ldiiriildii (109).
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Aragtirmamizda; on bes giin sonunda VCD uygulanan gurupta, 1s1k
mikroskopunda primordiyal folikiillerin sayica azalmis oldugu ve biiyiik
cogunlugununda dejenere oldugu gozlendi. Graniiloza hiicrelerinde oositlerde
apoptoz isaretleri gézlemlendi. Graniiloza hiicrelerde sekil diizensizligi ve niiklear
piknozis gozlemlendi. Ayrica graniiloza hiicrelerinin yan yiizeylerinde ayrilmalar
saptandi. Dejenere folikiilde yer alan oositte, eozinofilik sitoplazma, kromatinin
niikleus zarina yakin yogunlastigi ve oositin fragmente oldugu ve oosit ile graniiloza
hiicreleri arasinda iliskinin bozuldugu gozlendi. Ayrica oositin ¢evresini saran
graniiloza hiicrelerinde hiicre igerigi dagilmis olarak ve yan ylizeylerde ayrilmalar
gozlendi. Normal primordiyal folikiiller ise olduk¢a az sayida goriildii. Nekroz
bulgusu olan makrofaj infiltrasyonu (inflamasyon bulgusu), membran hasar1 ve
hiicresel sisme gozlenmedi.

Yapilan arastirmalarda. on giin siiresince VCD uyguladiklar1 siganlarda 151k
mikroskopunda apoptoz isaretleri artmustir. Irregiiler sekilli primordial ve primer
folikiiller on giinden sonra ortaya ¢ikmislardir. Primordial ve primer folikiillerin
oositlerinde diizensizlesme, niikleer membranda kromatin yogunlagsmasi, oosit
etrafindaki graniiloza hiicrelerde diizensiz dagilma, oosit ve graniiloza hiicrelerdeki
kontak kaybi1 olmustur. Bazi graniiloza hiicrelerinde niikleer membran boyunca
kromatin birikmesi olmustur. Preantral folikiillerde oositlerde ve graniiloza
hiicrelerinde biiziisme olmustur. Bazi graniiloza hiicrelerinde apoptozun karekteristik
bulgusu olan kromatinin nukleer membran boyunca dagilimi gézlenmistir (108, 109).

Flaws ve ark. (147) 80 mg//kg/giin VCD uyguladiklar1 si¢anlarda primordial
ve primer folikiillerde apoptoz olusan hiicreleri onuncu giinde gozlemlemislerdir.
Kao ve ark. (108) 80 mg/kg//giin VCD uyguladiklar1 sican ve farelerde apoptotza
ugrayan hiicreleri on ikinci giinde gozlemlemislerdir. Bu arastirmada folikiiler
hasarin ilk bulgular1 sicanlarda onuncu farelerde sekizinci giinde tespit edilmistir.

Mayer ve ark. (110) on giin 80mg/kg/glin VCD uygulanan si¢anlarda elektron
mikroskopisinde atretik folikiilleri incelemislerdir. Atretik biiylik antral ve antral
folikiillerde apoptoz granuloza hiicrelerde baglamakta ve oosit ve graniiloza hiicreleri
kontaklarmi kaybetmektedir. Bu olay sonrasinda graniiloza hiicre kati neredeyse
tamamen apoptoza ugramakta ve sonrasinda oosit dejenerasyonu, tekal hipertrofi,

folikiil ¢apinda diisme meydana gelmektedir VCD uygulamasi sonrasinda daha
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bliyiik folikiillerde degisiklik olmamaktadir. On giin VCD uygulanan si¢anlarda
primordial folikiillerde kontrol folikiilleriyle benzer sayida atrezi gdzlenmistir.

Borman ve ark. (272) tek doz 80 mg/kg/giin VCD uygulanmas: ile overlerde
saglikli goriilen folikiillerin sayisinda artis oldugunu bildirdikleri arastirmalarinda bu
durumu apoptoz uyaran gen olan bax azalmasina baglamislardir.

Bulgularimiz kaynak bulgulariyla degerlendiridiginde VCD nin kiigiik
folikiillerde granuloza hiicre ve oositlerde apoptoz mekanizmalariyla folikiiler
atreziye neden oldugunu diistinmekteyiz. VCD graniiloza hiicre canliligini ve
graniiloza hiicre oosit arasindaki iligkiyi bozarak oosit hasarina da neden oldugu
diisiinmekteyiz (106,274). VCD nin ilk hedefi granuloza hiicre olmakla beraber
oositinde hedef alindig1 diisiinmekteyiz. VCD etkisinin ortaya ¢ikmasi igin
tekrarlayan dozlarda VCD uygulamasi gereklidir. Bu durumda apoptoz isaretlerinin

artacag diisiinmekteyiz.

VCD Uygulamasinin Overlerde Apoptoz Uzerine Etkisi

Arastirmamizda 151k mikroskopide; VCD uygulanan sican folikiillerinde
apoptoz isaretlerini gordiikten sonra bu mekanizmanin hangi yolagi kullandigin1 test
etmek amaciyla immunohistokimyasal boyalar kullanilmistir.

Aragtirmamizda tablo 4.10 da goriildiigii tizere; kontrol ve arastirma
guruplarina ait TUNEL pozitif hiicre sayilan karsilastirildiginda; VCD uygulanan
guruplarda primer folikiillerde TUNEL (+) hiicre sayis1 kontrol grubundan fazla
saptanmistir. Primordial folikiil hiicrelerde TUNEL pozitif hiicre sayisi kontrol
grubuna gore artmis olmakla beraber bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir.
Antral folikiillerde TUNEL pozitif hiicre sayis1 VCD uygulanan guruplarda artmis
olmasina ragmen bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir.

Kaynaklarda az sayida arastirmada VCD arastirmada TUNEL immun boyama
ile apoptoz degerlendirmesi yapilmistir. Celik ve ark. (268) immatiir sicanlara 160
mg/kg/giin VCD uyguladiklarinda primordial folikiillerde TUNEL pozitif hiicre
sayisinda artig bildirmistir. Yazarlar TUNEL pozitif hiicre sayisinin en fazla
sekonder folikiillerde oldugunu ancak bu durumun kontrol grubu ile benzer oldugunu
bildirmislerdir.

Devine ve ark. (16) postnatal dordiincii giin fare over kiiltlirlerinde primordial

ve primer folikiil granuloza hiicre ve oositlerde TUNEL pozitifligi artis1 ve TUNEL
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pozitif hiicre sayilarinda artis bildirmislerdir. Bu arastirmada kontrol overleri ve
VCD uygulanan overlerde sekonder folikiilden biiyiik folikiil g&zlenmemistir.
Aragtiricilar bu durumu kiiltiir ortaminda gonadotropin yokluguna baglamislardir.

Smith ve ark. VCD uygulamasindan yirmi dort saat sonra DNA yikim
tiriinlerinde degisiklik saptamadiklarini bildirmiglerdir. Bu arastirmada DNA yikim
tirlinlerinde dort saat sonra artis olmustur. Yirmi dort saat sonra toplanan 6rneklerde
DNA yikim iiriinlerinin gdsterilememesinin nedeni apoptotik cisimlerin hizla
ortamdan uzaklastirilmast sonucudur. Yapilan bir arastirmada folikiiler hasar ilk 6nce
on giinde ortaya ¢ikmustir. Isik mikroskopu bulgular1 ve DNA yikim artig1 hiicre
Oliimiiniin apoptoz mekanizmalariyla oldugunu goéstermistir. Bu donemde heniiz
folikiil sayilar1 degismemistir (106).

Springer ve ark. (109) 80 mg/kg/giin VCD uygulanan Fischer 344
tiirsicanlarda son dozun uygulanmasini takiben bir ve dort saatte toplanan primordial
ve primer folikiillerde ve kiigiik preantral folikiillerde on, on iki, on dort giin dozlarda
DNA yikimunda artis oldugunu alt1 ve sekiz giin dozlarda ise DNA yikimunda
degisiklik olmadigini bildirmislerdir. Son dozun uygulanmasini takiben yirmi dort
saat sonra toplanan orneklerde ise DNA yikim iirlinlerinde artis gosterilememistir.
Bu arastirmada daha biiyiik folikiillerde DNA {iriinleri yikimunda artis olmamustir.
Yazarlar bu durumu matiir granuloza hiicrelerde DNA z [ benzeri endonukleaz
enziminin olmamasina baglamislardir.

Bulgularimiz VCD nin overlerde primordial ve primer folikiillerde hiicre
Oliimiinii artirmasi ile uyumludur. Primordial folikiillerde TUNEL pozitif hiicre
sayilarinda azalma olmasi on bes giin sonunda VCD ye dayanikli primordial
folikiillerin kalmasma ve primordial folikiil sayilarindaki azalmaya bagli oldugu
disiiniilebilir. Celik ve ark. ve bizim arastirmamizdada sekonder ve antral
folikiillerde TUNEL pozitif hiicre sayilarindaki istatistiksel anlamli olmayan artis
kaynaklarda bu doénem folikiillerin atrezi siirecine en duyarli oldugu bulgusunu
desteklemektedir. VCD primordial ve primer folikiillerde atrezi siirecini harekete
gecirmistir.  Ancak TUNEL immun boyamasi atrezinin erken basamaklarini

gostermekte olup hiicre apoptoz yolaginin bir basamaginda kurtarilabilir.
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Aragtirmamizda sekil 4.9’da goriildiigli lizere; deney ve kontrol guruplarina
ait primordial folikiil granuloza hiicre kaspaz 3 boyanma yogunlugu
karsilagtirildiginda; VCD uygulanan guruplarda kaspaz 3 boyanma yogunlugunu
hafif artmis olarak saptanilmistir. Sekil 4.10 — Sekil 4.14’de goriildiigi tizere VCD
uygulanan guruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda; daha biiyiik folikiillerde
VCD ovaryan folikiillerde kaspaz 3 boyanma yogunlugunda istatistiksel olarak
anlamli bir fark yaratmamistir. Kaspaz 3 immun boyamasi folikiillerin graniiloza
hiicrelerinde goriilmiistiir. Oositlerde kaspaz 3 boyanmasi olmamistir. Ovaryan
stromada kaspaz 3 boyanma siddeti artmistir.

Celik ve ark. (268) deney protokoliimiize benzer sekilde immatiir siganlara
160 mg/kg/giin VCD uyguladiklarinda genel olarak over folikiillerinde ve stromada
kaspaz 3 immun boyamasinin arttigin1 bildirmiglerdir. Ancak sadece antral folikiil ve
stromada bu artigin istatistiksel anlamli oldugunu bildirmislerdir.

Hu ve ark. (112) sicanlara on bes giin 80 mg/kg/giin VCD uygulanmasi
sonrast dordiincii saatte konfokal mikroskopide primordial ve kiiciik primer folikiil
graniiloza hiicreleri ve oositlerde sitozolik Kaspaz 3, kaspaz 8§ aktivitesi ve prokaspaz
3 protein ekspresyonunda artis oldugunu, bir giin 80 mg/kg/giin VCD uygulanmasi
sonrasinda ise mitokondrial kaspaz 9 aktivitesinde ve kaspaz 3 aktivitesinde artis
oldugunu gostermislerdir. Tekrarlayan dozlarda kaspaz 3 aktivitesinde artig olmustur.

Mayer ve ark. (144) B6C3F1 farelere on giin 160 mg/kg dozlarinda VCD
uygulamasint  kiiglik preantral folikiillerde kaspaz 3 aktivitesinin arttigini
gostermislerdir. On bes giin boyunca 80-320 mg/kg arasindaki dozlarda VCD
uygulandiginda primordial ve primer folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinde ve
oositlerde kaspaz 3 aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli oranda arttig1 daha
biiyiik folikiillerde ise kontrol ile benzer aktivitenin oldugunu bildirmistir

Devine ve ark. (16) postnatal dordiincii giin fare over kiiltiirlerinde kaspaz 3
pozitif hiicre sayilarinda artis bildirmislerdir. Devine ve ark. VCD primer
folikiillerde kaspaz 3, 8, 9 ve MAPK yolagin1 aktive ederek apoptozu indiikledigini
gostermislerdir (16, 329).

Takai ve ark. (137) Bax yoksun fareler de VCD nin neden oldugu primordial
ve primer folikiil deplesyonu normal farelere gore daha az oldugunu gostermislerdir.

Bu arastirmada kaspaz 2 veya kaspaz 3 den yoksun farelerde primer folikiil



124

deplesyonu normal farelere gore daha az gerceklesirken primordial folikiil
deplesyonu kontrol farelerine benzer olarak gerceklesmistir. Dolayisiyla kaspaz
sistemi primer folikiil apoptozunda 6nemlidir. Yapilan arastirmalarda kaspaz 2 oosit
apoptozunda onemli iken kaspaz 3 granuloza hiicre apoptozunda onemli oldugu
gosterilmistir (330).

Kaspaz 3 yolaginin aktive olmasit VCD nin neden oldugu hiicre 6liimiiniin
apoptoz mekanizmalariyla ve geri doniisiimsiiz olarak gerceklestigini gdstermektedir.
VCD dogal atrezi siirecini hizlandirmistir. Kaspaz 3 artis1 primordial folikiilerde
gozlenmis olmast VCD nin hedefinin bu folikiiller oldugu ve folikiil havuzunun
hedeflendigi diisiindiirmektedir.

Arastirmamizda Sekil 4.15°de goriildiigii iizere; deney ve kontrol guruplarina
stroma kaspaz 3 boyanma yogunlugu karsilastirildiginda; VCD uygulanan
guruplarda kaspaz 3 boyanma yogunlugunu artmis olarak goriilmiistiir. VCD nin
ovaryan stromal hiicrelerde kaspaz 3 boyanmasi iizerine etkisi daha Onceki
arastirilmamig  bir konudur. Bu bakimdan bizim arastirmamiz orijinal bir
arastirmadir.

Celik ve ark. (268) VCD uygulanan sicanlarda stromada kaspaz 3
aktivitesinin arttigin1 immunohistokimyasal yontemlerle gostermislerdir. Flaws ve
ark. (147) immatiir siganlarda VCD nin toksik olmayan tetrol ({iriinlerine
cevrilmesinin biiyiik preantral folikiillerde kiiciik preantral folikiillere gore 1,5 kat,
interstisyel hiicrelere gore 4 kat fazla oldugunu bildirmiglerdir. Erigkin siganlarda ise
kiiciik ve biiyiik preantral folikiillerde tetrol iirlinlerine ¢evrilme orani benzerdir.
Hepatik hiicrelerde interstisyel hiicrelere gore 1.6 kat, adrenal hiicrelerde interstisyel
hiicrelere gore 10 kat fazla oranda tetrol iiriinlerine g¢evrilmektedir. Dolayisiyla
interstisyel hiicrelerde VCD etkisine duyarlidir. Primordial ve primer folikiiller
bliyiik folikiillere gore VCD yi tetrol iiriinlerine daha az ¢evirmektedir. Bu bulgular
bizim bulgularimizla uyumludur. VCD stromada apoptoza neden olmustur.

Arastirmamizda antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde O6zellikle antral
kaviteye yakin hiicrelerde yogun olarak kaspaz 3 boyanmasi oldugu goriilmiistiir.
Antral kaviteye yakin olan graniiloza hiicreler oosit beslenmesi i¢in 6nemli role
sahiptir. Bu hiicrelerle oosit arasindaki iliskinin bozulmasi sonrasinda oosit

beslenmesi bozulacagi i¢in oosit Sliimi ile sonuglanabilir. VCD, antral kaviteye
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yakin olan graniiloza hiicrelerini hedeflemistir ve bu hiicrelerde apoptoz
mekanizmalarini harekete gecirmektedir.

Apoptoz morfolojik degisikliklerin yaninda spesifik genlerin ekspresyonu ile
beraber oldugu gosterilmistir. Bcl-2 ekspresyonunda azalma ya da bax geninde artis
o hiicrede apoptoza neden olmaktadir (331). Tilly ve ark. (63) biiyliik antral
folikiillerde normal atrezi siirecinde Bax ekspresyonunda artis oldugunu
gostermislerdir. Springer ve ark. (332) 10 giin siiresince VCD uygulanan si¢anlarda
kiictik folikiil fraksiyonlarinda bax geninin arttigin1 gdstermiglerdir. Borman ve ark.
(272) primordial ve primer folikiillerde normal atrezi siirecinin bagladigin1 ve bunun
ozellikle evre 2 primer folikiillerde oldugunu gostermislerdir. Tek doz VCD 80
mg/kg olarak uygulandiginda Bax ekspresyonunun azaldigi ve tek doz VCD
uygulamasinin overlerde primordial ve primer folikiilleri koruyucu etkisi oldugu
gosterilmigtir. Tekrarlayan dozlarda VCD uygulamasi sonrasi overlerde primordial
ve primer folikiillerin graniiloza hiicre ve oositlerinin sitoplazmalarinda Bax proteini
artirmistir.

Hu ve ark. (138); sicanlarin kiigiik preantral folikiillerinde VCD nin
indiikledigi apoptoz de proapoptotik bad proteinlerinin artmig ekspresyonu, bcl xI
proteinlerinin redistibusyonu, sitokrom ¢ nin mitokondriden sitozole akis1i ve
mitokondride bax/bcl 2 gen oraninda artis olmustur. Bu durum VCD baglantili
ovotoksisitede artmis apoptozde bcl 2 gen ailesinin roliinii ortaya koymustur. Bcl-2
nin aracilik etti§i apoptoz sinyal kaskadi granuloza hiicrelerde ve oosite komsu
granuloza hiicrelerde artmistir . VCD overlerde apoptozu hareketlendirmistir.

Kaspaz 3 immun boyama sonug¢larimiz VCD nin overlerde primordial
folikiillerde geri doniisiimsiiz apoptozu baglattigin1 gdstermistir. Daha biiyiik

folikiillerde ise kaspaz 3 boyanma yogunlugu kontrol guruplari ile uyumludur.

VCD Uygulamasi Sonrasi Olusan Hormonal Degisiklikler

Menopoz dan Once hipotalamus ve santral sinir sistemde yasla bagiml
degisiklikler olugsmaktadir. Yirtict hayvan modellerinden elde edilen bilgilere gore
yaslanma esnasinda hipotalamusta ve pituiterde olusan degisiklikler yasla azalan
fertiliteye katkida bulunmaktadir (276). Orta yashi yirtict hayvanlarda, insanlara
benzer sekilde artmig FSH, LH sekresyonunda dalgalanmalar (artmis siire, azalmis

pulse frekansi) ve siklus gilinlerinde uzama goriiliir (277). Dolasimda bulunan FSH
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da artis overde azalan saglikli folikiil populasyonunun yansimasi olan graniiloza
hiicre iirlinii olan inhibin B sekresyonunda azalma ile beraberdir (278).VCD direk
olarak overlerdeki primordial ve primer folikiiller iizerine toksik etki gdstermektedir.
Azalan folikiil havuzu sonrasinda folikiil gelisimi siireci bozulmaktadir. Folikiil
sayilarinin azalmasi ile beraber siklus diizensizligi ve kan hormonlarinda
degisiklikler olusur.

Arastirmamizda on bes gin VCD uyguladigimiz sicanlarda serum FSH,
Ostradiol diizeylerini Ol¢iilmiistiir. Arastirmamizda tablo 4.11. de goriildiigl tizere;
kontrol ve arastirma guruplarina ait serum FSH ve E2 diizeyleri karsilastirildiginda;
VCD uygulanan guruplarda serum FSH diizeyleri kontrol grubuna gore daha diisiik,
serum Ostradiol diizeyleri kontrol grubuna goére daha yiiksek 6l¢iilmiistiir.

Mayer ve ark. (110) Fischer 344 tiir siganlara otuz giin 80mg/kg/giin VCD
uygulamiglardir. Otuzuncu giinde serum FSH ve Ostradiol diizeylerini kontrol grubu
ile benzer dlgmiislerdir. Kan FSH diizeylerindeki yilikselme yiiz yirminci gilinde
gerceklesmistir. Kan 6stradiol diizeyleri ii¢ yiiz altmisinci giline kadar kontrol
grubuyla benzer diizeylerde Ol¢iilmiistlir. Yiiz yirminci giinde serum FSH diizeyi
antral folikiil seviyesiyle ters iligkili olarak bulunmustur.

Mayer ve ark. (144) bir baska arastirmalarinda B6C3F1 farelere on giin
stresince 160 mg/kg/giin  VCD uygulamislardir. Kan hormon diizeyleri
incelendiginde on besinci giinde FSH diizeylerinde degisiklik saptamamuslardir.
Deneyin otuz yedinci gilinlinde VCD uygulanan hayvanlarin kan FSH diizeyleri
kontrol grubuna gore artmistir. FSH diizeylerindeki yiikselme yiizlincii gline kadar
devam etmektedir. Yiiziincii giinden sonra platoya ulasmistir. Bu dénemde kontrol
sicanlarda kan Ostradiol konsantrasyonlarinda bir degisiklik olmamistir. On bes-Kirk
altinc1 gilin aras1 antral folikiil sayisi ile serum FSH diizeyi arasinda ters bir iliski
gosterilmistir. Yiiz yirmi yedinci giinde kan 0Ostradiol konsantrasyonlari tespit
edilemeyecek diizeylere diismiistiir. Otuz yedinci glinde alinan over doku kiiltiiriinde
residuel over dokusunda kontrol grubuna gore azalmis residuel ovaryan dokuda
kontrol grubuna gore daha diffuz bir LHR boyanmasi olmus ve HDL reseptor
yogunlugunun azaldigini gosterilmistir. Bu durumun sonucu 17 beta dstradiol sentez
kapasitesinde azalma tespit etmislerdir. Deneyin yiiz yirminci giiniinde hayvanlardan

elde edilen over hiicre kiiltiiriinde VCD uygulanan gurupta kontrol grubuna gore
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%20-40 daha az progesteron {lretimi olmustur. Androstenedion {retimine
bakildiginda kontrol overlerde androstenedion iiretimi tespit edilebilir diizeylerin ¢ok
altindadir. Dolayisiyla menopozdan o6nce overlerin androjen iiretimine c¢ok fazla
katkida bulunmadig1 sdylenebilir. VCD uygulanan guruplardan yiiz yirminci glinde
elde edilen hiicre kiiltiir ortamina LH eklenmesi androstenedion {iretimini
artirmazken insulin eklenmesi sonrasinda LH konsantrasyonu 1-3 ng/ml
diizeylerinde oldugunda androstenedion iiretimini artirdigin tespit etmislerdir.

Lohff ve ark. (151) farelere on giin VCD uyguladiklarinda kan FSH
diizeylerinde olusan yiikselmenin kirk dordiincii giinde basladigin1 yirmi giin FSH
uygulanan farelerde otuz besinci glinde bagladigini bildirmislerdir. Lohff ve ark.
(151) yirmi sekiz giinliik immatur disi B6C3F1 farelere VCD 80mg/kg/giin VCD
uygulamiglardir. On giin siiresince VCD uygulanan farelerde kirk dordiincii giin
itibariyle kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli degerlerde FSH degerlerinde
artis oldugunu ve bu artisin yiiz dort- yiliz altinc1 giine kadar (folikiil kalmayan
donem) siirdiigiinii bildirmislerdir. Yirmi giin siiresince VCD uygulanan farelerde
otuz besinci giin itibariyle kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli degerlerde
FSH degerlerinde artis oldugunu ve bu artisin kirk tig-altmig {igiincii giine (folikiil
kalmayan dénem) kadar siirdiigiinii bildirmislerdir. Arastirmacilar VCD uygulanan
slirenin artmasiyla beraber over yetmezliginin daha erken olusabilecegini
gostermislerdir.

VCD normal atrezi siirecini etkileyerek primordial ve primer folikiillerde
atrezi silirecini hareketlendirmektedir. Antral folikiil sayis1 diistiikce dolasimda
bulunan FSH diizeyleri artmaktadir. Kaynaklarin aksine arastirmamizda serum FSH
diizeyleri diisiik olarak gergeklesmistir. On bes giin VCD uygulanan guruplarda kan
Ostradiol diizeylerindeki ylikseklik olmasi nedeniyle serum FSH diizeylerinin diisiik
olarak gerceklestigini diisiinmekteyiz. Serum Ostradiol seviyelerinde yiikseklik
olmasinin VCD nin folikiilogenez siireci iizerine etki etmemesine ve folikiil
havuzunu hedeflemesine bagli oldugunu diistinmekteyiz. Ayrica VCD nin Ostrojen
metabolizmasinda etkili olan enzimleri etkilemis olabilecegini diisiinmekteyiz.

Aragtirmamizda siganlarda vajinal agilma zamanimi kontrol guruplariyla
benzer olarak gerceklesmistir. Ancak arastirmamiz bittiginde On bes giin kontrol ve

arastirma grubu sicanlarda vajinal agilma olmamistir. Dolayisiyla kirk {i¢ giin siire
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sigan vajinal agilmasi i¢in yeterli bir siire degildir. J.C.Lohff ve ark. (151) farelere on
giin VCD uyguladiklarinda vajinal agilma zamani kontrol hayvanlarla benzer olarak
bildirmislerdir.

Yirtict overleri yasamlarinin ¢ok gec evresine kadar yaslanmamaktadir.
Dolayistyla insanlarda over yaglanmasini taklit eden bir ¢ok arastirma yapilmistir.
Her modelin kendine gore avantajlar1 ve dezavantajlari vardir. En fazla kullanilan
ooferektomi uygulanan hayvan modelidir. Bu durumda olusan hormonal mikrogevre
cok ani olmakta ve geriye over dokusu kalmamaktadir. FSH reseptor mutasyonlari,
GDF-9 gen mutasyonlari ve TGF beta mutasyonlar1 ile menopoz modelleri
olusturulmustur. Ancak bu modellerde fetal donemden itibaren {ireme sistemi iizerine
etkiler olusmakta ve normal iireme sistemi gelisimi olmamaktadir. Giiniimiizde
prematiir over yetmezligi arastirmalari i¢in en uygun yontem insan olmayan
primatlarin kullanilmasi gibi gortilmekle beraber bu yontemde ekonomik olarak
uygun bir yontem olarak karsimiza c¢ikmamaktadir. Dolayisiyla bu modeller
icerisinde VCD prematiir over yetmezligi modeli uygun bir model olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu modelde insan reproduktif hayatinda oldugu gibi folikiil kaybi
apoptoz mekanizmalariyla olmakta ve sonrasinda kalan over dokusu insan overleri
gibi androjen iiretimine katkida bulunmaktadir. Yaptigimiz arastirmayla bu modelin

prematiir over yetmezligi modeli olarak kullanilabilecegi diisiiniilebilir.
Sicanlarda Hiperandrojenik Over

DHEA Uygulamasi- Doz Planlanmasi

Insanlarda polikistik over sendromu anovulatuvar infertilitenin baslica
sebebidir. PCO hastalarinin birgogunda semptomlar pubertenin baslamasi ile baslar
ve prepubertal donemde yiikselen androjenlerin baginda DHEAS gelmektedir (280).
Insan PCOS unda kanda artan hormonlardan bir tanesi DHEA olmasi nedeniyle
DHEA uygulayarak PCO modeli olusturulmustur. Bu model bir ¢ok a¢idan insan
PCO una benzemektedir. Bu hayvanlarda insan PCOS u gibi ovaryan folikiillerde
maturasyonda problem ve anovulasyon sonrasi kistik over goriiniimii, insulin direnci
ve hiperandrojenizm vardir (216, 222) DHEA uygulanan immatiir siganlarda
overlerde kistik degisiklikler, erken ovulasyon, asiklisite ve sonrasinda anovulasyon

olmaktadir (281, 282) Diizenli sikluslar1 olan eriskin sicanlara DHEA uygulanmasi
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sonrasinda overlerde kistik degisiklikler gozlenmistir (217). Disi transeksiiellere
testosteron uygulanmasi sonrasinda overlerde PCO benzeri goriinim ve serum
LH/FSH oraninda artis gosterilmistir (283).

Arastirmamizda yirmi sekiz giinliik immatiir Spraque Dawley sicanlar
kullanilmigtir. Bu donemde si¢anlarda sikluslar heniiz baslamamis olup, vajinal
aciklik yoktur. Bu donem siganlarda puberte baslangicidir. Kaynak incelemesinde
bir¢cok doz araliginda DHEA uygulanmasina ragmen immatiir sicanlarda overlerde
degisikliklerin olusmasinda en uygun dozun 6 mg/100 g VA olmasi nedeniyle bu doz
DHEA uygulamasi yapilmistir. DMSO nun terapdtik dozlarda kullanildigi doz 200ul
DMSO (yani 0,8 ml DMSO/kg) dur (284). Arastirmamizda, DHEA nu DMSO

icerisinde ¢ozerek intraperitoneal olarak uygulanmistir.

DHEA Uygulamasi Sonrasi Olusan Viicut Agirhgi Degisiklikleri

Arastirmamizda, tablo 4.1. de goriildiigii iizere; sicanlar deney basi agirliklar
bakimindan karsilastirildiginda deney guruplari ve kontrol grubu arasinda fark
saptanilmamistir. Deney sonu agirliklart DHEA uygulanan gurupta kontrol
grubundan daha fazla saptanmistir.

Medina ve ark. (181) eriskin si¢anlara yedi giin siiresince 10 mg/kg viicut
agirhgi/giin ip dehidroepiandrosteron uygulamasi sonrasinda vuciit agirliginda
degisiklik olmadigini bildirmislerdir. Mauriege ve ark. (286) eriskin siganlara 27
hafta boyunca DHEA perkutan uyguladiklarinda viicut agirliginda, yag ve kas
kitlesinde degisiklik olmadigini bildirmislerdir. Parker ve ark. (195) 10 giin siiresince
subkutan 6mg/100g VA DHEA uyguladiklarinda viicut agirhiginin degismedigini
bildirmislerdir.

Sander ve ark. (320) BALB/c farelere yirmi giin siiresince 6mg/100 g viicut
agirhginda DHEA intraperitoneal uyguladiklarinda. deney sonu agirliklart ve BMI
(kg/uzunluk m?) bakildiginda kontrol grubu ile DHEA uygulanan gurup arasinda fark
olmadigin1 bildirmislerdir.

Taniquichi ve ark. (287) erkek sicanlarda yaptiklari arastirmalarinda DHEA
ile beslenen siganlarin daha az kilo aldiklarint bildirmistir. Ayrica Cleary ve ark.
(288) 6 ay siireyle 1% li DHEA lu diyetle beslenen eriskin disi si¢anlarda viicut
agirlik kayb1 bildirmislerdir.
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Berger ve ark. (209) ooferektomi yapilip intravajinal 1 mg/giin DHEA
uygulanan guruplarda plasebo uygulanan guruplara gore viicut agirliginda kayip
bildirmiglerdir. Krishna ve ark. (289) Otuz bir giinliik immatiir sicanlara 6 mg/100g
VA DHEA uyguladiklarinda toplam viicut agirli§inda azalma bildirmislerdir.

Arastirmamizda DHEA uygulanan siganlarda kontrol grubuna gore deney
sonu viicut agirhiginin fazla olmasi kaynaklarda yapilan hayvan arastirmalarindaki
bulgularin aksinedir. Ancak deney siiresince gergeklesen kilo farki kontrol grubuyla
benzer olarak bulunmustur. Yapilan deneysel aragtirmalarda
Dehidroepiandrosteronun uzun siireli oral uygulamada aglik sekeri, aclik insulinini
ve trigliserid diizeylerini azalttigi bildirilmistir (222,286). DHEA tedavisi
hiperglisemiyi ve su tiiketimini azaltmig, plazma insulinini ve beta hiicre kitlesini
arttirmistir (181). Ancak DHEA’un adipoz dokudan resistin diizeylerini artirarak
insulin direncini artirdigin1 sdyleyen yayinlarda mevcuttur (222). Arastirmamizda
immatlr siganlar kullanmamiz, hayvansal farkliliklar olmasi ve kisa siireli
intraperitoneal uygulama nedeniyle DHEA’un  kilo aldirici etkisi gorildigi

diistinmekteyiz.

DHEA Uygulamasi Sonrasi Olusan Over Agirh@1 Degisiklikleri

Aragtirmamizda tablo 4.2. de goriildiigli iizere; kontrol ve arastirma
guruplarina ait sag over, sol over, toplam over ve uterus agirliklari
karsilagtirildiginda ; DHEA uygulanan gurup ile kontrol grubu arasinda fark
saptanilmamustir.

Ward ve ark. (217) elli bes giinliik eriskin siganlara yirmi giin siiresince
DHEA y1 degisik dozlarda (1.5,3, 4.5, 6) uyguladiklar1 aragtirmalarinda over
agirliklarimi diestrusdaki kontrol hayvanlara gore artmis olarak bulmuslardir. Ward
ve ark. (296) bir baska arastirmada eriskin sicanlara 3 ve 6 mg/100 g VA/giin
dozlarinda 3,7,11,15 giin siiresince DHEA uyguladiklar1 arastirmalarinda, diestrus
kontrollere gore over agirhiginda 3 mg dozlarinda on bir giinde 6 mg dozlarinda
altinci giinde artis oldugunu bildirmislerdir.

Valeria ve ark. (298,306) farelerde yirmi giin siiresince 6mg/100 g VA da
DHEA wuygulamasiyla artan over voliimii bildirmislerdir. Yapilan bir bagka

arastirmada ise DHEA uygulamasi over agirliginda artisa neden olmustur. Wang ve
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ark. (222) siganlara yirmi giin siiresince DHEA 6mg/kg/giin ip enjekte ettiklerinde
over agirhiginda artis bildirmislerdir.

Hipofizektomili sicanlara DES uygulamasi sonrasinda dstradiol uygulamasi
over agirligimi artirdigi, testosteron uygulamasi over agirligini azalttigr gosterilmistir
(291). Krishna ve ark. (289) otuz giin siiresince intraperitoncal =~ DHEA
uyguladiklarinda sol over agirliklarin1 kontrol grubuna gére daha az bulmuslardir.
Yazarlar. bu durumu immatiir sigan kullanmalarina ve DHEA tedavisi sonrasinda LH
diizeylerinin deprese olmasina bagli ovulasyon ger¢ceklesmemesine bagh
olabilecegini bildirmislerdir.

Uziimeii ve ark. (292) postnatal iic-on giin arasinda Methoksiklor (MXC)
uygulamas1 sonrasinda over boyutu ve agirhiginin kontrol grubuna gore %35-85
arasinda azalttigin1 bildirmiglerdir. Bu aragtirmada. bu durum azalan antral folikiil
sayisina ve MXC nin hipotalamopituiter aksta negatif etkisi sonrasinda azalan
gonadortropin diizeylerine baglamislardir. Bu arastirmada arastirmamizdan farkl
olarak erken neonatal siganlar kullanilmistir. Bu siganlarda heniiz hipotalomopituiter
ovaryan aks olgunlagsmamustir.

Camilla ve ark (294) Wistar sicanlara postnatal lgilincii saatte 0.35 mg
Ostradiol benzoat enjekte ettikleri zaman on iic-on alti hafta sonrasinda deney
guruplarinda over agirhiginda azalma oldugunu bildirmislerdir. Yazarlar bu durumu
anovulasyon sonrasinda azalan korpus luteum sayilarina ve artan antral folikiil
alanina baglamiglardir.

Louise ve ark. (293) yirmi bir giinlik Wistar siganlara 12 hafta
Dihidrotestestoron igeren pelletleri uygulayarak olusturduklart modelde tek over
agirhginda ve over yiizey alaninda azalma bildirmislerdir. Manneras ve ark. bu
durumu azalan korpus luteum sayilarina ve artan atretik antral folikiil sayilarina
baglamiglardir.

Yan ve ark. (295) anne siitiiyle beslenen Spraque Dawley siganlara postnatal
5-10 aras1 soya (fitodstrojen igerir) igeren diyet uyguladiklarinda over agirligim
kontrol grubuna gore artmig olarak bildirmiglerdir. Yan ve ark. bu arastirmayi
neonatal si¢anlarda yapmuslardir. Over agirlik artisin1 artan preantral folikiil

biiytikliigiine baglamiglardir.
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Korpus luteum sayilarinda azalma, dejenere ve kistik folikiilerin varlig
nedeniyle over agirliginda azalma olmasi beklenen bir bulgu olabilir.
Aragtirmamizda, over agirliginda degisme olmamasin1 on bes giin siirede korpus
luteum ve kist sayilarinda degisiklik olmamasina ve kistik folikiilerin over

agirhiginda fazla bir etkisi olmamasina baglh oldugunu diisiinmekteyiz.

DHEA Uygulamasi Sonras1 Olusan Uterus Agirh@: Degisiklikleri

Arastirmamizda tablo 4.2 ve tablo 4.3. de goriildiigii ilizere; kontrol ve
aragtirma guruplarina ait sag over, sol over, toplam over ve uterus agirliklar1 ve
normallestirilmis organ agirliklar1 karsilastirildiginda, DHEA uygulanan gurup ile
kontrol grubu arasinda fark saptanilmamustir.

Berger ve ark. (209) ooferektomi uygulanan sicanlarda intravajinal DHEA
uygulanmasi ile uterus agirliginda herhangi bir farklilik saptamamislardir. Hipkin ve
ark. (297) hipofizektomili sicanlarda DHEA wuygulamasiyla uterus agirliginda
degisiklik olmadigini bildirmislerdir. Bu arastirma DHEA un indirek etkiyle hipofiz
izerinden Ostrojen sentezini artirdigini géstermistir.

Ward ve ark. (217) elli bes giinliik erigkin si¢anlara yirmi giin siiresince
DHEA y1 degisik dozlarda (1.5,3, 4.5, 6) uygulamis uterus agirliklarini diestrusdaki
kontrol hayvanlara gore artmis olarak bulmuslardir. Ward ve ark. (296) bir baska
arastirmada erigkin siganlara 3 ve 6 mg/100 g VA/gilin dozlarinda ii¢,yedi,on bir,on
bes giin siiresince DHEA uyguladiklar1 arastirmalarinda, diestrus kontrollere gore
uterus agirlig her iki dozda benzer sekilde tigiincii giinde kontrol guruplarindan fazla
olarak bildirmislerdir. Yazarlar bu arastirmalarinda kastre edilmis siganlarda DHEA
uygulamasi ile uterus agirliginda artis bildirmislerdir.

Nephew ve ark. (235) yirmi sekiz giin siiresince, oral 2 gr/giin DHEA
uyguladiklar1 gurupta uterus agirliginda artis oldugunu bildirmislerdir. Bu guruptaki
artis Ostradiol uygulanan gruba gére daha fazla bulunmustur. Bu arastirmada uterus
epitelinde kalinlasma ve disorganizasyonla beraber apoptoz olusmus hiicrelerin
cevreledigi atretik bezlerde artis bildirilmistir. Diyetten DHEA kaldirildiginda bu
uterotrofik etki kaybolmustur. Daha diisiik DHEA dozlarinda herhangi bir uterin

etki gbzlenmemistir. Dolayisiyla bu etki doz bagimli olarak ortaya ¢ikmustir.
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Uziimcii ve ark. (292) postnatal 3-10 giin arasinda Methoksiklor (MXC)
uygulamasi sonrasinda uterus agirliginin kontrol grubuna gore arttigini bildirmistir.
Yazarlar bu etkiyi MXC nin 6strojenik etkisine baglamislardir.

DHEA prehormon olarak etkilerinin yaninda direk etkiyle ovaryan steroidleri
artirarak etki gosterebilmektedir. DHEA direk ovaryan steroidogenezi artirarak veya
indirek olarak hipofizden gonadotropin sekresyonu artisi ile ovaryan Ostradiol
sekresyonunu artirmaktadir. Ayrica DHEA steroid bir hormon olup doku spesifik
sekilde Ostrojenik ve androjenik etkilere sahiptir (241,297). Bu etkilerin uterus
lizerine trofik etki yapmasi beklenebilir. Ancak DHEA overlerde ve uterusta,
proinlammatuvar ve vazokonstriktor etkiyede sahip PGF2 alfa konsantrasyonlarinida
artirmaktadir. DHEA fas/fas l/kaspaz 8 (6lim reseptor baglantili yolak) yolagi
folikiiler atrezide onemlidir. Artmis MT-1 MMP doku yenilenmesinde ve yapisal
luteolizde 6nemli rol oynamaktadir (225). Buna ek olarak uterusta artan oksidatif
stres ve inflammatuvar hiicre ve T lenfosit subpopulasyonu degisiklikleri sonrasinda
uterusta zararli etkilere neden olmakta, uterus epitelinde disorganizasyon ve kistik
kaviteler olugsmasina neden olmaktadir (232, 236). Bu etkilerde uterusta atrofik
etkiyle sonuglanmasi beklenebilir. Arastirmamizda uterus agirliginin degismedigini
gozlemlemis olmamizin nedeni bu siganlarin immatiir olmalar1 ve sikluslarinin hentiz
diizene girmemis olmasi, kisa silireli DHEA uygulamasina bagli olarak hormonal

etkinin tam olarak ortaya ¢ikmamasi olabilecegini diisiinmekteyiz..
DHEA Uygulamasi Sonras1 Overlerde Olusan Morfolojik Degisiklikler

Primordial ve Primer Folikiil Sayilar

Arastirmamizda, tablo 4.4. ve 4.5.de goriildiigli iizere; siganlar normal ve
atretik primordial ve primer folikiil sayilar1 karsilastirildiginda, DHEA uygulanan
gurupta, toplam primordial ve normal primordial folikiil ve atretik primordial folikiil
sayilarini ve toplam primer ve normal primer folikiil sayilar1 kontrol grubuna gore
daha az sayilmistir. Atretik primer folikiil sayilar1 benzer olarak sayilmistir.

Honnma ve ark. (225) sicanlara yedi gin DHEA 6 mg/100g VA ip
uyguladiklar1 guruplarda total folikiil sayisinin arttigini, on bes gin DHEA
uygulanan guruplarda ise total folikiil sayisinin kontrol guruplariyla benzer olarak

bildirmislerdir. Bu arastirmada on bes giin DHEA uygulanan guruplarda ve kontrol
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guruplarinda folikiil sayis1 yedi gin DHEA guruplarindan daha az olarak
bilidirilmistir. Ancak Honman ve ark. aragtirmamizin aksine tek ovaryan kesitten
Olciim yapmislardir. Yazarlar sicanlara 7 giin siiresince DHEA 6 mg/100g viicut
agirhgr uyguladiklart gurupta total folikiil sayist anlamhi sekilde arttigini
bildirmislerdir.

Vendola ve ark. (298) {i¢-on giin siliresince aromatize edilemeyen bir androjen
olan dihidrotestosteron enjekte ettikleri maymunlarda primer folikiil sayilarinda
liclincli glinde %350, besinci glinde %75, onuncu giinde %130 oranlarinda artis
bildirmislerdir. Ancak bu arastirmadada folikiil sayimi1 sadece en biiyilk ovaryan
kesitten yapilmistir .

Yang ve ark. (299) inek fetiislerinden elde ettikleri over kortikal hiicre
kiiltiiriinde testosteron ve Ostrojen eklenmesi saglikli primordial, primer sayisini
kontrol grublariyla benzer oldugunu bildirmislerdir. Testosteron eklenmesi sekonder
folikiil sayisinda ise {li¢ kat artis yaparken 6strojen eklenmesi herhangi bir degisiklige
neden olmamistir. Dolayisiyla sekonder folikiil sayilarindaki artis testosteronun
kendi etkisidir. Yazarlar testestoronun primer folikiil sekonder folikiil gecisini,
hizlandirdigin1  bildirmistir. Bu aragtirmalarin  aksine insan hiicre kiiltiiriine
testosteron eklenmesi sekonder doneme gecen folikiil sayisinda degisiklige neden
olmamustir.

Chen ve ark. (336) DHEA nin androjen ve Ostrojen reseptorleri iizerine
yaptig1 etkiyi inceledikleri arastirmalarinda DHEA nin prehormon etkisine ek olarak
Ostrojen ile esit oranda ER beta transkripsiyonunu aktive ettigi ve Ostrojen reseptor
beta nin direk aktivasyonuna neden oldugunu belirlemislerdir. Hiicre kiiltiir
ortaminda DHEA uygulanmasinin IGF-1 aktivitesini ve dstrojen miktarlarini artirdigi
gbzlenmigtir. (227) Neonatal donemde Ostrojen tedavisinin folikiilogenezi inhibe
ettigi (303), in vitro ortamda Ostradiol uygulamasinin primordial ve primer gegisini
inhibe ettigi (301) gosterilmistir. Yapilan bir baska arastirmada DHEA nin aromataz
diizeylerini artirdigt ve sonrasinda COX 2, AR ve ER beta ekspresyonunu artirdigi
gbzlenmistir.(228) Ayrica DHEA nun overlerde inflamasyonu artirdig1 ve oksidatif
stres yarattig1 belirlenmistir. (224, 234). Arastirma bulgularimiz degerlendirildiginde

kontrol grubuna gore kiiclik folikiil sayilarmmin azalmis oldugu goriildii.



135

Aragtirmalarla uyumlu sekilde DHEA nin inmatiir siganlarda Ostrojenik aktiviteyi

artirarak folikiilogenezi gecici siire durdurdugunu diisiinmekteyiz .

Primordial ve Primer Atretik/Normal Folikiil Yiizdeleri

Arastirmamizda, tablo 4.5. de goriildiigii lizere; sicanlar normal ve atretik
primordial ve primer folikiil yiizdeleri karsilastirndiginda, DHEA uygulanan
siganlarda atretik primordiyal ve primer folikiillerin ytizdesi kontrol grubu ile benzer
olarak saptanmistir. Bu donemde primordial folikiillerin %8,13 ii atretik folikiildiir.

Honnma ve ark. (225) DHEA uygulanan si¢anlarda yedi giin DHEA
uygulanan guruplarda atretik folikiil yiizdesinde degisiklik olmamistir. On bes giin
DHEA uygulanan guruplarda atretik folikiil yilizdesinde artis bildirmislerdir.

Misugi ve ark. (311) 6 mg/100g VA DHEA uyguladiklar siganlarda kontrol
grubuna gore artmis sayida atretik folikiil oldugunu bildirmistir. Bu aragtirmada
uygulamanin ne kadar siireyle yapildig1 bildirilmemistir.

Luschetti ve ark. (224) DHEA uygulanan siganlarda over korteksinde atretik
folikiil sayilarinda artis bildirmislerdir. Lee ve ark. (220) DHEA uyguladiklar
sicanlarda atretik folikiil sayilarinda artig bildirmislerdir Ancak bu aragtirmalarda
sayisal degerler yerine histolojik preperatlar gosterilmistir.

Aragtirmamizda DHEA uygulanan overlerde kontrol grubu overlere gore
atrezi oranlarinda artis yoktu. Dolayisiyla bu siire ve dozda Dehidroepiandrosteron
uygulmasinin  primordial ve primer folikiillerde toksik etki yapmadigi

diisiinmekteyiz.

Sekonder Ve Antral Folikiil Sayilar

Arastirmamizda, tablo 4.6. da goriildiigli tizere; kontrol ve arastirma
guruplarina ait sekonder folikiil sayis1 ve antral folikiil sayis1 karsilastirildiginda;
DHEA uygulanan gurupta sekonder ve antral folikiil sayisin1 kontrol grubuna gore
daha az sayilmstir.

Kaynaklarda DHEA wuygulamasi sonrasinda sekonder ve antral folikiil
sayiminin yapildigr az sayida aragtirma bulunmaktadir. Krishna ve ark. (289) 6
mg/100g VA DHEA uyguladiklar1 sicanlarda total intak antral folikiil sayilarini
kontrol grubuna gore daha az bulmuslardir. Regrese antral folikiil sayilarinda fark

bulmamislardir.
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Ikeda ve ark.(301) dogum sonrasi 1 ve 5 giinler arasinda sentetik Ostrojen
olan E2 benzoat (EB) 10 pg/0.02 ml ile tedavi edilen sicanlarda. postnatal 6 giinde
kontrol sicanlara gére EB ile tedavi edilen gurupta anlamli derecede daha az kath
folikiillerin ~ olustugunu ve sekonder folikiil sayisinda azalma oldugunu
bildirmislerdir. Ikeda ve ark. bu durumu artan AMH konsantrasyonuna
baglamiglardir.

Boergest ve ark. (300) 20 giin siiresince 32mg/giin MXC uygulamas: ile
antral folikiil sayisinda azalma saptanuslardir. Uziimcii ve ark. (302) postnatal iig-on
giin arasinda MXC uygulamas1 sonrasinda primordial, primer ve sekonder folikiil ve
transisyonel folikiil sayilar1 ve total folikiil sayis1 kontrol grubu degisiklik olmadigini
ancak preantral folikiil sayisinda artis oldugunu antral folikiil sayisinda kontrol
grubuna gore azalma oldugunu bildirmislerdir. Uziimcii ve ark. bu arastirmada bizim
arastirmamizdan farkl olarak folikiil sayimini en biiyiik over kesitten yapmislardir.

Baska bir arastirmada neonatal Ostrojen uygulamasi folikiilogenezi inhibe
ettigi ve orta ve biiyiikk antral folikiil sayilarinda azalmaya neden oldugu
gosterilmigstir (303). Dolayisiyla Ostrojen primordial primer folikiil gecisini inhibe
edebilecegi gibi biiyiiyen folikiillerdede inhibitor etkiye sahip olabilir (292,304).

Camilla ve ark. (294) Wistar siganlara postnatal 3 saatte 0.35 mg Gstradiol
benzoat enjekte ettikleri zaman 13-16 hafta sonrasinda atretik antral folikiil sayisinda
artts oldugunu, saglikli ve total antral folikiil sayilarinda degisiklik olmadigini
bildirmisleridir. Yazarlar bu arastirmada en biiylik over kesitinde sayim yapmislardir.
Bu durumun 6stradioliin ovulasyonu engellemesi sonucunda ovule olmayan
folikiillerin atreziye ugradiginin bir gdstergesi kabul edilebilir.

Louise ve ark. (293) yirmi bir giinliik siganlara 12 hafta Dihidrotestestoron
iceren pelletleri uygulayarak olusturduklari modelde antral folikiil sayilarinda
degisiklik olmadigim1 ancak atretik antral folikiil sayilarinda artis oldugunu
bildirmislerdir.

Vendola ve ark. (305) Rhesus maymunlara 3-10 giin aras1 testosteron igeren
pellet uyguladiklarinda, overin en biiyiik kesitinde makroskopik olarak bakildiginda
primer folikiil, erken antral folikiil ve total folikiil sayisinda artis bildirmislerdir.
Vendola ve ark lar1 bu arastirmalarinda testosteronun gonadotropin bagimsiz folikiil

biiylimesini artirdigi icin folikiil sayilarinda artiga neden olabilecegini bildirmislerdir.
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Ancak Vendola ve ark bu arastirmayr maymunlarda yapmis ve tek ovaryan kesit
tizerinden degerlendirmislerdir.

Vendola ve ark. (306) yaptiklari baska bir arastirmada 6-13 yas arasi
maymunlara testosteron uygulamasi sonrasinda bir mm ¢apa kadar kiiciik folikiil
guruplarinda sayica artig bildirmislerdir. Testosteron uygulanmig overlerde kiigiik
antral folikiil sayilarinda artis olurken biliyiik antral folikiil sayilarinda degisiklik
olmamustir.

Arastirmamizda DHEA uygulamasi sonrasinda primer, sekonder ve antral

folikiil sayilarinda azalma olmasi dstrojenik etkiyi taklit ettigini diistinmekteyiz.

Korpus Luteum Sayilar:

Arastirmamizda tablo 4.6. de gorildiigii iizere; kontrol ve arastirma
guruplarina ait korpus luteum sayilar1 karsilagtirildiginda, DHEA uygulanan
guruplarda korpus luteum sayilari kontrol grubu arasinda fark yoktur. Ancak .DHEA
uygulanan guruplarda korpus luteum sayilar1 kontrol gurubuna goére daha azdir.

Lee ve ark. (220). immatiir siganlara 6 mg/100g VA DHEA uygulamasi
sonrasinda onuncu giinde %60, on besinci giinde %52, yirminci giinde %55 overde
korpus luteum kalmadigini bildirmislerdir. Krishna ve ark. (289) 6 mg/100g VA
DHEA uyguladiklar sicanlarda korpus luteum sayilarini kontrol grubuna goére
azalmis olarak bulmuslardir. Ancak yazarlar. bizim arastirmamizdan farkli olarak
overlerde tek kesitteki sayty1 degerlendirmislerdir.

Knudsen ve ark. (281, 282 ) DHEA uygulanan immatiir si¢anlarda overlerde
kistik degisiklikler, erken ovulasyon, asiklisite ve sonrasinda anovulasyon ve
sonucunda korpus luteum sayilarinda azalma bildirmislerdir. .Honnma ve ark. (225)
sicanlara yedi giin siiresince DHEA 6 mg/100g viicut agirligi uyguladiklar1 gurupta
korpus luteum olmadigini bildirmislerdir. Bu durumu DHEA nun ovulasyonu
engellemesine baglamiglardir.

Shirwalkar ve ark. (307) matiir sicanlara 2 mg Ostradiol valerat enjekte
ettikten 3 hafta sonrasinda hiperplastik lutein hiicrelere sahip korpus luteum
sayilarinda azalma bildirmislerdir. Yazarlar bu durumu azalan LH sekresyonu
sonrasinda ovulasyon olmamasi sonrasi olustugunu 6ne siirmiiglerdir. Camilla ve ark.
(294) Wistar sicanlara postnatal 3 saatte 0.35 mg Ostradiol benzoat enjekte ettikleri

zaman 13-16 hafta sonrasinda deney guruplarinda korpus luteum olusmadigini
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bildirmislerdir. Korpus luteum sayilarinda azalma olmasi anovulasyonun gostergesi
olarak kabul edilmistir. Yazarlar bu durumu TGF PB1 ekspresyonunda azalma
sonucunda meydana gelmis olabilecegini bildirmislerdir.

Manneras ve ark. (293) yirmi bir giinliik sicanlara 12 hafta Dihidrotestestoron
iceren pelletleri uygulayarak olusturduklart modelde korpus luteum kalmadigini
bildirmislerdir. Yazarlar bu durumu atretik antral folikiil sayilarinda artig sonucunda
gelistigini bildirmislerdir. Ayrica yapilan arastirmalarda DHEA korpus luteumda
luteolitik siireci hizlandirdig: bildirilmistir (232, 236).

Bulgularimiz korpus luteum sayilarinda azalma olmadigini gostermektedir.

Bu siire veya doz DHEA uygulamanin ovulasyonu engellemedigini diisiinmekteyiz.

DHEA Uygulamasi ve Overlerde Apoptoz

Inmatiir Wistar albino siganlarda dogumlarinda primordial folikiillerin
olmadigi, yasamlarinin ti¢lincii giinlinde primordial ve primer folikiiller olustugu
gosterilmistir. Yasamlarmin besinci giinlinde sekonder folikiiller, onuncu giinde
antral folikiiller olustugu ve yasamlarmin ilk giinii kadar erken bir donemde
graniiloza hiicrelerde apoptozun basladiginin isareti olan TUNEL pozitif hiicreler
gosterilmistir. Fas pozitif hiicreler 0-3 giin arasi graniiloza hiicrelerde gosterilmigtir
(308). Folikiilogenez esnasinda oositler ve graniiloza hiicreler Fas Fas Ligand
sisteminin de rol aldig1 apoptoz mekanizmalariyla yok olmuslardir (309). Bilindigi
gibi bir¢cok folikiilde atrezi preantral folikiilden antral folikiil donemine gegerken
olugsmaktadir. Atretik folikiillerde graniiloza hiicrelerinde apoptoz olustugunun isareti
olan internukleozomal DNA kiriklarinda artig gosterilmistir (310).

Overlerde gozlenen atrezide steroid hormonlar 6nemli rol oynamaktadir.
Hipofizektomili sicanlarda DES uygulanmasin1 takiben Ostradiol uygulanmasi
graniiloza hiicrelerde apoptozu azaltirken, testosteron preantral ve erken antral
folikiillerde graniiloza hiicrelerde apoptozu artirdigi, teka ve interstisyel hiicrelerde
apoptoza etki etmedigi belirlenmistir.. Progesteron ve glukokortikoidlerin overlerde
apoptoz tizerine etkisi olmamistir (291).

Arastirmamizda DHEA uygulamasinin overlerde apoptoz iizerine etkilerini
belirlemeyi amagladik. Bu nedenle siganlarda puberte baslangici olarak kabul edilen

yirmi sekizinci glinden itibaren DHEA uygulamalarimizi yaptik.
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Arastirmamizda DHEA uygulanan guruplarda TUNEL ve kaspaz 3 boyasi ile
overlerde apoptoz degerlendirmesi yapildi. TUNEL metodu apoptozdaki DNA
kiriklarimi gosterirken kaspaz 3 apoptoz siirecinin geri doniisiimsiiz olan son
basamagini gosterir. Arastirmamizda, tablo 4.10 de gorildiigii lizere, kontrol ve
arastirma grubuna ait TUNEL pozitif hiicreler karsilastirildiginda; DHEA
guruplarinda tiim folikiillerde kontrol grubuyla benzer sayida TUNEL (+) hiicre
sayist goriildii.

Arastirmamizda DHEA uygulanan siganlarda primordial, primer, antral
folikiil granuloza ve teka hiicrelerinde kaspaz 3 boyanma yogunlugu kontrol
grubuyla benzer sayida bulundu. Ancak sekil 4.11.de goriildiigii lizere sekonder
folikiillerde graniiloza hiicrelerde ve sekil 4.15.de goriildiigii gibi interstisyel
hiicrelerde kaspaz 3 boyanma yogunlugu kontrol grubuna gore artmis olarak gortildi.

Honnma ve ark. (225) DHEA uygulanan sicanlarda preantral ve antral
folikiillerde TUNEL pozitif folikiil sayisin1 artirmis olarak bulmuslardir.

Billig ve ark.(291) hipofizektomi uygulayip DES uyguladiklar1 si¢anlarda
apoptoz isareti olan DNA kiriklarinda artig bildirmislerdir. Histolojik kesitlerde DNA
yikiminin preantral ve erken antral folikiillerin granuloza hiicrelerine  kisith
oldugunu bildirmislerdir Ostrojen benzoat tedavisi zaman bagimli sekilde DNA
kiriklarint Onlemistir. Over agirlik kaybimi oOnlemistir. Ancak DES uygulanmis
hayvanlarda testosteron uygulamasi preantral ve antral folikiillerin granuloza
hiicrelerinde DNA kiriklarini artirmistir. Dolayistyla DES uygulanmis hayvanlara
androjen uygulamasi preantral ve antral folikiillerde apoptozu artirmistir. DES
uygulanmasi1 medikal hipofizektomi etkisi yapmakta ve gonadotropin etkisini ortadan
kaldirmaktadir. Bu overlerde biiylik folikiillerde androjenler apoptoza neden
olmaktadir.

Kim HH ve ark. (223) farelere 15 giin siiresince DHEA uyguladiklarinda
folikiillerde apoptoz isaretleri goézlemislerdir. Honnma ve ark. (225) immatiir
sicanlara yedi giin ve on bes giin DHEA 6 mg/100gVA uyguladiklarinda TUNEL
pozitif folikiil sayilarinda artig bildirmislerdir. Atretik folikiillerde granuloza
hiicrelerde daginik sekilde TUNEL boyanmasi bildirmistir. TUNEL pozitif graniiloza
hiicreler atretik antral ve preantral folikiillerde granuloza hiicrelerde FasL. ve MT-1-

MMP ye karst daha siddetli immun boyanma gostermislerdir. Yazarlar bu
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arastirmalarinda DHEA uygulanan si¢anlarin overlerinde prokaspaz 8 diizeylerinde
diisme, kaspaz 8 diizeylerinde artis bildirmislerdir. Arastirmacilar DHEA un 6liim
reseptor aracili yolakta aktivasyona (kaspaz 8) neden oldugunu ve MT-1 in ve Fas L
n yapisal luteolizde rol aldigini 6ne stirmiislerdir.

Nephew ve ark. (235) DHEA uygulamasinin endometriumda apoptozu
artirdigin1 gostermislerdir Shuo-Yen ve ark. (192) GTI1-7 hipotalamik ndronlarda
DHEA nun direk olarak kaspaz 3 aktivitesinde artisa neden oldugunu ve sonrasinda
bu noronlarda apoptoza neden oldugunu gdstermislerdir.

Ancak yapilan baz1 arastirmalarda DHEA nin apoptozu Onledigi
gosterilmistir.  Yapanoglu ve ark. (205) sigan testikiiler torsiyon/detorsiyon
yaptiklarinda TUNEL pozitif spermotogonia ve spermotosit sayisinda artis oldugunu,
bu guruplara Dehidroepiandrosteron uyguladiklarinda ise TUNEL pozititf
spermotogonya ve spermatosit sayisinda azalma bildirmislerdir.

Ling Wang ve ark. (312) DHEA un osteoblastlarda proliferasyonu artirdigini
ve AR ve ER bagimsiz mekanizmayla MAPK sinyal yolagiyla direk olarak apoptozu
inhibe ettigini gostermislerdir. Leskiewicz ve ark. (313) Dehidroepiandrosterone
hipokampal ve kortikal ndronlarda iskemi ve ekzitotoksik stimulusun neden oldugu
noron hasarin1 Onledigi gostermislerdir. Bu arastirmacilar, DHEA un apoptozu
Onleyici etkisini MAPK sinyal yolagiyla direk olarak apoptozu inhibe ettigini
gostermislerdir. DHEA sempatoadrenal medulla hiicrelerinde apoptozu dnleyici etki
gostermektedir. DHEA apoptozu onleyici etkisini ER nden bagimsiz olarak bcl 2 ve
Bcl-X1 aktivitesini artirarak bu etkisini gostermistir (314). Dongmin ve ark. (315)
aortik vaskiiler hiicrelerde apoptozu kaspaz 3 aktivitesini azaltarak ve bcl-2 yi
artirarak onledigini gostermislerdir.

Takahashi ve ark. (197) yaptiklar1 arastirmada insan periferal lenfoid
hiicrelerde DHEA un AR ve ER iizerine direk etkilerinden bagimsiz olarak apoptozu
engelledigini gostermislerdir. Topikal DHEA uygulamasi sonrasinda deri yaglanma
stirecinin dnlendigi gosterilmistir (316). Yakin tarihli bir aragtirmada insan immortal,
non kanser keratinosit hiicrelerde DHEA direk olarak membranlarda bulunan
baglanma noktalarina baglanarak apoptozu Onleyici bcl-2 ailesinde degisikliklere

neden olarak apoptozu 6nledigini gostermislerdir (317).
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Shirwalkar ve ark. (307) tek doz Ostradiol valerat uygulanan erigkin
siganlarda 1 hafta sonrasinda sekonder ve antral folikiillerde kontrol grubuna gore
daha fazla graniiloza hiicrede TUNEL pozitif hiicre artisi bildirmistir. Zaman
gectikce sekonder ve antral folikiillerde TUNEL pozitif hiicre sayist artmis ve primer
folikiillerde TUNEL pozitif hiicre sayisindada artis olmustur. ilk iki haftada dncelikle
granuloza hiicrelerde apoptoz gozlenirken, dort hafta sonunda teka hiicrelerdede
apoptoz gozlendigini bildirmislerdir. Yazarlar dort haftada apoptozun artmasini
hormonal c¢evrenin androjenik ¢evreye dogru kaymasma baglamiglardir. Bu
arastirmanin sonucu yiiksek doz Ostrojen igeren oral kontraseptif ajanlarin folikiiler
atreziyi indiiklemesi ac¢isindan da 6nemlidir.

DHEA immunoprotektif, vaskuloprotektif etkiye sahiptir. Yapilan
aragtirmalarda DHEA bazi1 dokularda apoptoza neden olurken bazi dokularda ise
apoptozdan koruyucu etki gostermektedir. Dolayistyla DHEA etkisi doku spesifik
olarak ortaya ¢ikmaktadir. DHEA bazi dokularda 6strojen ve androjenlere ¢evrilerek
etki gostermekle beraber bazi dokularda ise direk etkiyle apoptozu oOnleyici etki
gostermektedir.

Arastirmamiz TUNEL ve kaspaz immun boya bulgular1 degerlendirildiginde
on bes giin DHEA uygulamasinin sadece sekonder folikiillerde graniiloza hiicrelerde
ve intrerstisyel hiicrelerde kaspaz 3 boyanma yogunlugunun artisina bagl olarak bu
folikiillerde apoptozun arttigin1 diistinmekteyiz. Ayrica DHEA, folikiillerin apoptoza
en yatkin olduklar1 sekonder ve antral folikiil doneminde apoptoz mekanizmalari

harekete gec¢irmis olabilir.Bu durum PCO da g6zlenen durumun benzeridir.

DHEA Uygulamasi Sonrasi Isik Mikroskop Bulgular1 ve Overlerde Folikiil Kist
Yiizdesi

Arastirmamizda 151k mikroskopu bulgular1 degerlendirildiginde; DHEA
uygulanan guruplarda, over korteksinde dagilmis folikiil kistlerinin sayisinda artis
gozlendi. Over medullasinda kortekse gore daha biiyiik kan damarlar1 ve lif yapilari
goriildii. Medullada bulunan stromal hiicrelerde herhangi bir dejenerasyon
gozlenmedi. On bes giinlik gurupta primordiyal ve primer folikiiler normal
yapidaydi ancak sekonder ve antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde apoptoz
gbzlendi. Ayrica teka tabakasinda ise kalinlagmalar vardi. Arastirmamizda DHEA

uygulanan guruplarda overlerde folikiil kist yilizdesinde artis saptanmistir.
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Yapilan arastirmalarda, diizenli sikluslar1 olan erigkin sicanlara DHEA
uygulanmasi sonrasinda overlerde kistik degisiklikler gézlenmistir (217). Honnma ve
ark. (225) yirmi iki gilinlik Spraque Dawley sicanlara yedi ya da on bes giin
stiresince 6 mg/100g VA/giin DHEA uyguladiklar1 arastirmalarinda, overlerde
folikiil kistinde artis oldugunu gostermislerdir. Yan ve ark. (227) yirmi giin DHEA
uygulanan sicanlarda kist sayilarinda artis bildirmislerdir.

Lee ve ark.(220) sicanlara 6 mg/kg/giin DHEA on giin uyguladiklari
sicanlarin %80, on bes giin uygulandiginda %92, yirmi giin uygulandiginda %98
inde kist gelistigini bildirmislerdir. Luchetti ve ark. (224) yirmi giin siiresince
BALB/C farelere intraperitoneal DHEA uyguladiklar1 arastirmalarinda, DHEA
uygulanan gurupta vaskiiler yapilardan yoksun ince teka katmam ve sikigmis
graniiloza hiicrelerden olusan kistler olustugunu bildirmislerdir.

Ward ve ark. (296) diizenli sikluslart olan elli bes giinliik eriskin sicanlara
estrus sikluslarinin birinci giinii itibariyle yirmi giin siiresince 1,5- 6 mg/100g
VA/glin dozlarn arasinda (1.5, 3, 4.5, 6 mg/100g va/giin) DHEA uygulamistir. DHEA
uygulanan guruplarda tim dozlarda overlerde kistik ve atretik folikiillerde artis
bildirmiglerdir. Bu dénemde kontrol overlerde folikiil kisti olmadigin1 bildirmistir.
Ayni yazarlar (296) eriskin siganlara siklus giinliniin farkli giinlerinde baslayacak
sekilde 6 mg//kg/100gVA DHEA y1 on giin uyguladiklarinda, overlerde kist
sayilarinda artig bildirmislerdir.

Misugi ve ark. (311) immatiir siganlara 6 mg/100g VA DHEA uygulamasi
sonrasinda overlerde biiyiik folikiiler kistler olustugunu bildirmislerdir. Honnma ve
ark. (225) sicanlara yedi ve on bes giin siiresince DHEA 6 mg/100g viicut agirligi
uyguladiklar1 aragtirmalarinda morfolojik olarak sicanlarin overleri polikistik
goriinlimdedir.

Shirwalkar ve ark. (307) matiir sicanlara 2 mg Ostradiol valerat enjekte
ettikten iki hafta sonrasinda biiyiik antral kavite, ince granuloza kat1 ve hiperplastik
teka katina sahip kistik folikiillerin olustugunu bildirmislerdir. Yazarlar
suprafizyolojik dozlarda uygulanan Ostradiol valerat’in hormonal ¢evre iizerindeki
etkilerine baglamislardir.

Arastirmamizda diger arastirmalardan farkli sekilde folikiil kist sayimin1 ¢ok

sayida kesitte yaptik. Bu nedenle diger arastirmalarin aksine folikiil sayilarinda artis
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gozlemlememis olabiliriz. Ancak DHEA uyguladigimiz sican overlerinde artmis
folikiil yiizdesi nedeniyle DHEA un kistik bir siireci harekete ge¢irmis olabilecegini
diisiinmekteyiz. Bu nedenle DHEA uzun dénemde polikistik overlere neden olabilir.
Ayrica hayvanlar arasi farkliliklarda polikistik over goriinimiine neden olmamis
olabilir. Dolayistyla DHEA un overlere etkisinin daha uzun siireli uygulamalarda

degerlendirilmesi gereklidir.
DHEA Uygulamasi Sonrasi Folikiil Cap Degisiklikleri

Arastirmamizda, tablo 4.8. ve 4.9. da goriildiigii lizere, primordial, primer,
sekonder, antral folikiil ve korpus luteum ¢aplar karsilastirildiginda, DHEA grubu
ile kontrol grubu arasinda fark saptanmamustir.

Inmatiir Wistar albino sicanlarda yapilan arastirmada graniiloza hiicre
katmaninda apoptoz arttik¢a folikiil ¢ap1 azaldig1 gosterilmistir (308).

Anderson ve ark. (319) in vitro ortamda DHEA eklenmesinin granuloza hiicre
proliferasyonunu ve differansiasyonunu artirdigini bildirmislerdir. Kim ve ark. (223)
farelerde yaptiklar arastirmada DHEA uygulamasi sonrasinda folikiil ¢aplarinda
artig bildirmislerdir.

Wang ve ark. (241) on bir giinlik BDF-1 farelerden elde ettikleri tip 4
folikiillerde (intak bazal lamina etrafinda iki katli siralanmis granuloza hiicre ve teka
kat1) androjen reseptor araciligiyla folikiil ¢apini artirdigini bildirmislerdir. DHEA
bu folikiillerde granuloza hiicre proliferasyonunu artirmistir. Ayrica bu folikiillerin
FSH duyarliligmi artirmigtir. Ayni yazarlar kiiltir ortamimna DHEA, DHEAS,
Testosteron (T), Dihidrotestosteron(DHT), Androstenedion(AS) eklenmesinin folikiil
caplarini artirdigim sayisal degerlerle gostermislerdir. Ostron ve dstradiol eklenmesi
folikiil ¢ap1 tlizerine etkisi olmamistir. Dolayistyla bu etki androjenlere spesifik bir
etki olarak gergeklesmistir. Bu aragtirmada tek bagina FSH uygulandiginda folikiil
capinda bir degisiklik olmamistir. Androjenler ve FSH kombine edildiginde doz
bagimli sekilde folikiil capinda artis gosterilmistir. Bu arastirmada kullanilan fareler
on bir giinlik immatiir fareler olup bu farelerin folikiilleri FSH ya cevap
verememektedir. Dolayisiyla androjenlerin folikiil caplarin iizerine olan artirici

etkisini arastirmak i¢in 1yi bir modeldir. Androjenler fare overlerinde primat
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overlerine benzer sekilde granuloza hiicre proliferasyonunu artirarak folikiil caplarini
artirmistir.

Vendola ve ark. (305) testosteron maymunlarda teka kalinlig1 ve teka hiicre
proliferasyonunu arttrmis ve granuloza hiicrelerde proliferasyonu artirdigini
bildirmislerdir. Yang ve ark. (299) inek fetiislerinden elde ettikleri over kortikal
kesitlerinde testosteron ve dstrojen eklenmesi primordial, primer, sekonder ve antral
folikiil ve oosit ¢aplarin1 kontrol grubuyla benzer degerlerde sayisal olarak
bildirmislerdir. Stubbs ve ark. (318) anovulatuvar PCO lu hastalarda primordial,
primer ve antral folikiillerde granuloza hiicrelerde proliferasyonun arttigini
bildirmislerdir. Primordial folikiill primer folikiill gecisinin kolaylastigimni
bildirmislerdir.

Liu ve ark. (295) disi Spraque Dawleyleri postnatal bes-on giin arasinda soya
ile beslediklerinde diisiik diizeyde soya ile beslendiklerinde kontrol grubuyla benzer
sayida ve boyutta preantral folikiiller olustugunu, yiiksek dozda soya ile
beslendiklerinde folikiil ¢aplarinin arttigini bildirmislerdir. Shirwalkar ve ark. (307)
matiir sicanlara 2 mg Ostradiol valerat enjekte ettikten iki hafta sonrasinda antral ve
preovulatuvar folikiillerde teka interna katlarinda kontrol grubuna gore hipertrofi ve
korpus luteum c¢aplarinda artis bildirmiglerdir. Yazarlar bu durumu G&strojenik
hormonal ¢evreye baglamislardir.

Louise ve ark. (293) yirmi bir giinliik sicanlara on iki hafta Dihidrotestosteron
iceren pelletleri uygulayarak olusturduklart modelde antral folikiil teka interna
caplarinda azalma bildirmislerdir. Yazarlar arastirmamizdan farkli olarak en biiyiik
antral folikiil teka katin1 Olgerek bildirmislerdir. Teka interna katindaki incelmeyi
sempatik inervasyonda azalmaya baglamislardir. Teka katinda incelme olmasi
steroidogenezin azalacaginin indirek bir bulgusu olabilir.

Camilla ve ark. (294) Wistar sicanlara postnatal {i¢iincli saatte 0.35 mg
Ostradiol benzoat enjekte ettikleri zaman on {i¢g-on alt1 hafta sonrasinda deney
grubunda antral folikiillerde teka interna ¢aplar1 kontrol grubuna goére daha az
bulmuslardir.

On bes giin sliresince DHEA uyguladigimiz sican folikiillerinde folikiil
caplar1, graniiloza ve teka tabakasi kalinliklar1 benzerdir. DHEA uygulamasi Kim ve

ark. (223) farelerdeki arastirmalarinin aksine folikiil capinda azalmaya neden
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olmamistir. Bunun nedeni; arastirmamizda sican kullanmamiz ve tiirler arasindaki
folikiilogenezde go6zlenen farklar nedeniyle olabilir. On bes giin sire DHEA
uygulamas1t DHEA un folikiil biiylimesine etkilerini 151k mikroskopu diizeyinde
arastirmak icin yeterli degisikliklerin olugmasi i¢in yeterli bir siire olmayabilir. Bu
nedenle DHEA un folikiil proliferasyonu veya differensiasyonu iizerine etkilerini
arastirmak icin daha uzun siireli aragtirmalara veya daha farkli immun boyalarla
proliferatif hiicre sayisinin tesbitine ihtiya¢ vardir. Ayrica bu siirede folikiil
caplarinda degisiklik olmamas1 folikiillerin heniiz sagligimi kaybetmemesininde in

direk bir bulgusu olabilir.

DHEA Uygulamasi ve Hormonal Degisiklikler

Ward ve ark. eriskin sicanlara siklus giinlinlin farkli giinlerinde baslayacak
sekilde 6 mg//kg/100gVA DHEA y1 on giin uyguladiklarinda , deney sonunda vajinal
simirleri %84.2 oraninda estrus siklusundaydi. Kontrol grubunda dort giinliik siklusu
olan sicanlarda %25, bes giinliik siklusu olan sicanlarda 41.7% kontrolde %43.3 idi.
Daha diisik DHEA uygulanan guruplarda estrus vajinal smear 58.3-92.5 % arasinda
degismekteydi. (296). Lee ve ark. (220) yaptiklar1 arastirmada Spraque Dawley
sicanlara 6 mg/100g VA /giin dozunda DHEA uyguladi. On giinden fazla DHEA
uygulanan guruplarda %44 tlinde stirekli diestrus, %56 sinda ise siirekli estrus siklusu
olustu.. Shirwalkar ve ark. (307) Alti-sekiz haftalik erigkin siklik si¢anlara tek doz 2
mg estrodiol valerat uygulamadan ii¢ hafta sonra %90 hayvanda estrus siklisitesinin
bozuldugunu bildirmistir.

Aragtirmamizda DHEA uygulamasi on bes giin siliresince 6mg/100g VA/giin
olarak yapilmistir. Kaynaklarda DHEA uygulamasi sonrasi {i¢ giin gibi kisa bir
siirede serum hormon degerlerini degistigi ve PCO ‘lu hastalardan elde edilen
folikiillerde STAR ve 17 alfa hidroksilaz aktivite artis1 nedeniyle Ostrojen sentezi
artisi bildirilmistir (322).

Arastirmamizda, tablo 4.11. de goriildiigii lizere, kontrol ve arastirma
guruplart serum FSH ve E2 diizeyleri karsilagtirildiginda; DHEA uygulanan
guruplarda kontrol grubuna gore serum E2 diizeyleri artmis olmasina ragmen bu
istatistiksel olarak anlamli Gl¢iilmemistir. Serum FSH diizeyleri benzer degerlerde

Olctilmiistiir.
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Ward ve ark. (296) eriskin siganlara yirmi giin siiresince 1,5-6 mg/100g
VA/giin dozlarinda DHEA uygulanmasinin sonrasinda diestrus kontrollerine gore
kan FSH, prolaktin (PRL) diizeyleri daha yiiksek,. LH diizeyleri kontrol grubuna
gbre daha diisiik olarak bulmuslardir. Yazarlar eriskin sicanlarda on giin siiresince
6mg/100g VA /giin DHEA uygulandiginda kontrol diestrus guruplarina gore FSH ve
PRL de yiikseklik, LH da diistikliik saptamislardir. On giin ya da yirmi giin siliresince
6mg/100g VA/giin dozunda DHEA uygulanan guruplarda estrus simir goriilme,
gonadotropin ve PRL degisiklikleri benzer olarak bulunmustur. Siklus giiniinden
bagimsiz DHEA uygulamasi sonrasinda FSH ve PRL diizeyleri daha yiiksek ve LH
diizeyleri daha diisiik bulunmustur. Yazarlar. bu arastirmanin baska bir kisminda
eriskin sicanlara 3 ve 6 mg/100 g VA/giin dozlarinda {i¢,yedi,on bir,on bes giin
stiresince DHEA uyguladiklarinda kan serum FSH, PRL de yiikseklik ve LH da
diisiikligiin  (diestrus kontrollere gore) liclincli giin itibariyle bagladigin
bildirmislerdir. Ward ve ark. sicanlar kastre ettikten hemen sonra veya on bes giin
sonrasinda yirmi giin siireyle 3-6 mg/100 g/VA DHEA uyguladiklar
aragtirmalarinda DHEA uygulanan guruplarda serum FSH, LH diizeyleri kastre
edilmis kontrol grubuna gore diislik diestrus kontrol guruplarina gore yiiksek olarak
bildirmislerdir.

Luchetti ve ark. (224) Balb/c farelere yirmi giin siiresince 6mg/100g VA /giin
DHEA uygulanan stradiol ve progesteron diizeylerini kontrol grubuna gdre daha
yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Sander ve ark. (320) Balb c farelere yirmi giin
siiresince DHEA 6 mg/100 g VA/glin uyguladiklarinda 6stradiol ve progesteron
diizeylerini artmis olarak bildirmislerdir.

Lee ve ark. (220) DHEA uygulanan sicanlarda serum androjen, Ostrojen,
luteinizan hormon ve prolaktin konsantrasyonlarinda artis bildirmislerdir. Kistik
folikiillerin arttig1 hayvanlarda serum Ostrojen ve androjen konsantrasyonlar1 kist
icerigi az olan sicanlara gore daha fazla bulunmustur. FSH konsantrasyonlar1 kontrol
guruplar ile benzer diizeylerdeyken serum LH konsantrasyoinlar ise korpus luteum
sayisinin artigl ile artig gostermislerdir. Wang ve ark. (222) yirmi giin siiresince 6
mg/100g VA DHEA uyguladiklar1 gurupta serum testosteron diizeylerini kontrol

grubuna gore artmis olarak bildirmislerdir.
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Lee ve ark. (220) yirmi iki giinliik immatiir Spraque Dawley si¢anlara on giin
siiresince 6 mg/100g VA/giin DHEA enjeksiyonu sonrasinda serum Ostradiol
diizeylerinin arttigin1 ancak bu artigin istatistiksel anlam tasimadigini bildirmislerdir.
Sander ve ark. (238) postimplantasyon ve perimplantasyon donemde DHEA enjekte
ettikleri arastirmalarinda serum Ostradiol diizeyi artis ve serum progesteron
diizeylerinde azalma bildirmislerdir. Dolayisiyla DHEA uygulamasi gebe
overlerindede steroidogenezi artirmaktadir.

Baltagy ve ark. (228) insan overlerinden oosit toplanmasi esnasinda elde
edilen folikiilleri 20 ng/ml DHEA iceren ortamda kiiltiir yaptiklarinda kiiltiir
ortaminda Ostron ve dstradiol konsantrasyonlarinda artis bildirmislerdir.

Shirwalkar ve ark. (307) zaman bagimli sekilde pituiter diizeyde LH
sekresyonunu baskiladigini, ilk iki hafta FSH diizeylerini diisiirdiigiinii ancak sonraki
iki haftada kontrol diizeylerine getrirdigini bildirmislerdir. Ayni aragtirmada serum
E2,progesteron ve Androstenedion diizeylerinde ilk iki haftada yiikselme saptarken
dordiincii haftada kontrol diizeylerinin altina geldigini bildirilmistir. Yazarlar bu
hormonal ¢evreyi steroidojenik enzim aktivitelerindeki degisikliklere baglamislardir.

Insanlarda yapilan arastirmada Casson ve ark. (321a) kotii over yamith
hastalarda intrauterin inseminasyon programi oncesinde 80 mg/giin oral DHEA
tedavisi ile gonadotropinlere over cevabinin arttigini bildirmistir. Bu arastirmada
DHEA tedavisi sonrasinda maksimum  Ostradiol —miktar1  artmis  ve
Ostradiol/gonadotropin ampul sayisi1 azalmustir.

Sander ve ark (320) BALB/c farelere yirmi giin siiresince 6mg/100 g VA
DHEA intraperitoneal olarak uyguladiklarinda overlerde PCO benzeri bir goriiniime
neden oldugunu, over hacmini ve steroidogenezi artirdigini bildirmislerdir. DHEA
uygulamasi sonrasi siganlarda kan testosteron diizeylerinin artis1 gosterilmistir (311).
Dolayisiyla DHEA uygulamasi Ostrojen ve androjen seviyelerini artirmaktadir. Bu
durum PCOS ta gozlenene benzerdir. On bes giinliik doz uygulamasinda overlerde
steroidogenez artmistir. Bu bize DHEA un overler iizerindeki erken donem
etkilerinin Ostradiyol artis1 sonrasi gergeklesebilecegini gosterebilir. Aromatize
olabilen, androjenleri fazla olan ve Gstrojen iiretimi diisiik olan folikiiller ovulasyona

gidecek folikiiller olup folikiil kohortundan se¢ilmektedir. On bes giin uyguladigimiz
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DHEA’nin serum ostradiol konsantrasyonunu artirarak folikiil gelisimini etkiledigini
diisiinmekteyiz.

Anderson ve ark. (226) yirmi iki giinliik Spraque Dawley siganlara on giin
stiresince 6 mg/100g VA/giin DHEA uyguladiklar1 sicanlarin higbiri puberteye
girmemistir. Deneyin dort ve dokuz. giinii disinda tiim giinlerde DHEA uygulanan
guruplarda over folikiillerinde oosit aktivasyonu kontrol guruplarima gore daha
yiiksek olarak bildirmistir. Yazarlar DHEA uygulanan guruplarda oositin erken
ovulasyon i¢in aktive oldugunu bildirmislerdir..

Baltagy ve ark. (228) insan overlerinden oosit toplanmasi esnasinda elde
edilen preovulatuvar folikiillere ait granuloza hiicrelerini 20ng/ml DHEA igeren
ortamda kiiltiir yaptiklarinda kiiltiir ortaminda androstenedion ve testosteron
konsantrasyonlarinda degisiklik olmadigin1 bildirmistir. Yazarlar. bu durumu diisiik
androjen konsantrasyonlarinda aromataz aktivitesinin artmasina baglamiglardir.
Yazarlar DHEA uygulamasi ile olusan over morfolojik degisiklikleri bu hormonlara
bagli olabilecegini bildirmislerdir.

Arastrmamizda serum  Ostradiol yiiksekligi DHEA’nin  Ostradiole
cevrilmesine ve granuloza hiicrelerde daha fazla Ostrojen iiretimine bagh
olabilecegini diisiiniilebilir. Artmis Ostradiol minik LH surgelerine neden olarak
DHEA tarafindan aktive olmus oositlerin erken ovulasyonuna neden olabilir. Ancak
uzun donem DHEA uygulanmasi sonrasinda ovaryan mikrogevrede androjenik bir
ortam olugacagi da diisiiniilebilir. Takibinde degisen hormonal mikrogevre nedeniyle
anovulasyon olusabilir (230). DHEA uygulanan guruplarda overlerde primordiyal
primer folikiiler gecis asamasi kolaylasir. Anovulasyon sonrasinda folikiiller uzun
stireyle primer ve sekonder evrede kalacaktir. Folikiiller bu evrede apoptoza daha
yatkin olur. DHEA nun uzun donemde atrezi silirecini harekete gecirmesi
muhtemeldir. Bu tezin uzun donem DHEA arastirmalariyla desteklenmesi
gerekmektedir. Serum FSH diizeyleri DHEA uygulamasi sonrasinda etkilenmemis
gibi goriilmektedir. Ancak serum FSH diizeyleri oOlgiilebilir sinirlarin {stiinde

degerlerdedir.

VCD-DHEA (VDH) Uygulamasi-Doz Planlanmasi
Over siklusu; somatik ve germ hiicrelerde yogun hiicre 6liimii ve genis doku

remodelizasyonu gériilmesiyle karakterizedir. Insan iireme hayati siiresince over
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folikiillerinin %99’u atreziye ugrarlar. Bu atretik folikiiller, hormonal olarak kontrol
edilen apoptoz siireci sonrast olusur. (323) Boylece folikiillerin ¢ogu ovulasyon
oncesinde atreziye ugrarlar (324). Atretik siirecte graniiloza hiicreleri ve oositler
apoptoz adi verilen programli hiicre 6limi ile kaybolurken, teka interna hiicreleri
interstisyel hiicrelere doniigiir. Overlerde atretik siiregte kaybolan folikiil sayisi
arttikca interstisyel hiicrelerde artacaktir. Bu hiicreler androjen sekresyonundan
sorumludur. Postmenopozal over dokusunda apoptoz devam etmektedir (279).

Overlerlerdeki atrezi oranimin siganlarda neonatal evrede daha fazla oldugu,
seksuel olgunluk bagladiginda ise azaldigi, ozellikle kiiglik preantral folikiillerin
bliyiilk antral folikiillere doniismesi esnasinda atrezinin goriildigi 17-beta
Ostrodioliin ise preantral folikiillerde atreziyi yavaslattig1 arastirmalarla bildirilmistir
(326). Arastirmamizda siganlara VCD  uygulayarak overlerde apoptoz
mekanizmalarini harekete gegirilmistir. Bu siiregte DHEA nun etkilerini morfolojik,
immunohistokimyasal olarak arastirilmistir.

Arastirmamizda yirmi sekiz giinlik Spraque Dawley siganlara on bes giin
stiresince 160 mg/kg/giin VCD ip ve 6mg/100g/VA DHEA ip uygulanmistir.
Kaynaklarda Fisher 344 ve Spraque Dawley tiir sicanlara VCD, Fisher 344 tiir
siganlara VCD, 0strojen, fitodstrojen uygulamalar1 yapilmis olmasina ragmen, VCD
ve DHEA (androjen) uygulamasi yapilmamistir. Bu arastirma VCD ile olusturulan

over yetmezlik modelinde DHEA uygulamasinin yapildig: ilk arastirmadir.

VDH Uygulamasi ve Viicut Agirhgi Degisiklikleri

Arastirmamizda, tablo 4.1. de goriildiigii tizere; kontrol ve arastirma guruplari
arasinda deney sonu agiliklar1 degerlendirildiginde, VDH uygulanan gurupta kontrol
grubuna gore , deney sonu agirligini artmistir. DHEA grubunda deney sonu agirliklar
kontrol grubundan fazla olup VDH grubuyla benzerdir. VDH gubunda DSA lar VCD
gubuna gore daha fazladir.

Gloub ve ark. (327) eriskin APP farelere on bes giin VCD uygulamasi sonrasi
olusturulan modelde 0Ostrojen pelleti uygulamiglardir. Bu hayvanlarda kontrol
grubuna gore daha fazla kilo alimi bildirilmistir. Bu arastirmada iginde fitodstrojen
olmayan bir diyet uygulamisglardir.

Celik ve ark.(268) arastirmamiza benzer diyetle beslenen immatiir sicanlarda

tek basina silmarin (fitodstrojen)uygulandiginda deney sonu agirlik kontrol grubuna
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gore artarken on bes giin 160 mg/kg/giin VCD ve VCD ile beraber silmarin
uygulanan guruplarda ise deney sonu agirligi kontrol grubuyla benzer olarak
bildirmislerdir. Bir fitodstrojen olan ve Ostrojenik etkileri olan Silmarin tek basina
uygulandiginda kilo aldirmasina ragmen toksik madde olan VCD ile beraber
verilmesi sonrasinda bu etkisi ortadan kalkmistir. Arastirmacilar bu arastirmada
silmarinin kilo aldirict etkisinin VCD tarafindan azaltildigini belirtmislerdir.

Mayer ve ark. (155) LDL reseptorleri silinmis kolesterolden zengin diyetle
beslenen farelere VCD uygulamasi sonrasinda kontrol guruplari, ooferektomi
uygulanan, VCD uygulanan ve VCD- 17 beta 0Ostradiol uygulanan guruplarla
arasinda kilo farki bulmamislardir. Bu arastirmada VCD-6stradiol uygulanan
guruplarda plazma kolesterol diizeyleri kontrol grubundan daha diisiik bulunmustur.
VCD grubu ile VCD-E2 grubunda ve VCD grubu ile kontrol grubunda benzer
gbzlenmigtir. Romero ve ark. (270) standart diyetle beslenen VCD uygulanmig
immatlr siganlara dstradiol iceren pelletler taktiklarinda yirmi altinci haftada glukoz
toleransinin sadece VCD uygulanan guruplar ve kontrol guruplarina gore daha iyi
oldugunu bildirmislerdir.

Arastirmamizda VDH guruplarinda viicut agirliginin artmasini androjenik
etkiden kaynaklandiginmi diistinmekteyiz. VDH guruplarinda deney stiresince alinan
kilo diger guruplardan daha fazla olarak gerceklesmistir. Bu etkinin hormonal etkinin
bir sonucu olarak ortaya ¢iktig1 ve VCD nin istah azaltic1 etkisinin hiperandrojenik

ortamda diizeldigini diisiinmekteyiz.

VDH Uygulamasi ve Over ve Uterus Agirhiklar:

Aragtirmamizda, tablo 4.2. de goriildiigi iizere; kontrol ve arastirma
guruplarina ait sag over, sol over ve uterus agirliklar1 karsilagtirlldiginda, VDH
grubunda, sag over ve uterus agirlig1 ve toplam over agirligi kontrol grubuna gore
artmistir. VCD ve DHEA guruplarinda ise uterus ve over agirliklar1 kontrol grubu ile
benzerdir. Tablo 4.3’de goriildiigii iizere normallestirilmis sag ve sol over agirlig1 ve
uterus agirlig1 ve total over agirlii guruplar arasinda benzer olarak Sl¢iilmiistiir.

Mayer ve ark. (155) LDL reseptorleri silinmis kolesterolden zengin diyetle
beslenen farelere VCD-E2 uygulanan guruplarda yliz yirminci giinde over agirligini
kontrol grubuna gore azalmis olarak bulmuslardir. Over agirligt VCD —E2 uygulanan

guruplarda VCD uygulanan guruplara gére daha fazla ol¢iilmiistiir. Bu aragtirmada
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VCD uygulanan guruplarda over agirligi kontrol grubunun %34 olarak gercelesirken
VCD-E2 uygulanan guruplarda kontrol grubunun %23’i Olciilmiistiir. Bu
arastirmanin sonuclar1 degerlendirilecek olursa yiiz yirminci giinde bakildiginda
VCD uygulamasi sonrasinda Ostradiol uygulamasi folikiil kaybin1 dnlememekte ve
over agirhigini degistirmemektedir.

Celik ve ark. (268) yaptiklar1 arastirmada VCD , silmarin ya da VCD ile
silmarin uyguladiklarinda over agirliklarin1 kontrol guruplariyla benzer olarak
bildirmiglerdir. Aragtiricilar fitodstrojenlerin dstrojenik ve antidstrojenik aktiviteleri
oldugu ve aktivitelerinin ortamin endojen Ostrojen diizeyi ile iliskili oldugu
premenopoz gibi yiiksek Ostrojenli ortamda antidstrojenik etki , (postmenopoz gibi
diisiik Ostrojenli ortamda ise Ostrojenik etki) gosterdigini belirtmislerdir. Bu
aragtirmada serum hormon parametreleri verilmemistir. Ancak VCD uygulanan
guruplarda atretik primordial ve primer folikiil sayilar1 artmis ve tim folikiil
sayilarinda diisiis gézlenmistir. Over agirliginda bir degisiklik olmamistir. Silmarin
verilen guruplarda folikiil sayilarinda degisiklik olmamis korpus luteum sayilarinda
azalma olmustur. Korpus luteum sayisinda azalma olmast over agirhigina
yansimamistir. VCD ile silmarin uygulanan guruplarda ise VCD grubuna gore atretik
primoridal ve primer folikiil sayilarinda azalma olmustur ve sekonder folikiil sayilar
kontrol grubuna yaklasmistir. Bu degisiklere ragmen over agirliginda degisiklik
olmamasini bu folikiillerin agirlikta fazla yer tutmamasina baglamaktayiz.

Arastirmamizin sonuglart incelendiginde VDH uygulanan guruplarda over
agirh@inda artis olmus ancak normallestirilmis over agirliklarinda farklilik
gbzlenmemistir. Dolayisiyla bu bulgumuzun hayvanlar arasi farktan kaynaklandigin
diistinmekteyiz.

Arastirmamizda VDH grubunda uterus agirliginin kontrol grubuna gore
arttig1 goriilmistiir. Arastirmamiza benzer sekilde, Kary Thompson ve ark. (150)
immatiir siganlara on bes giin siiresince VCD ile beraber Ostradiol uygulanan
gurupta uterus agirliginda artis olmustur. VCD ile beraber Ostradiol ve tamoksifen
uygulanan gurupta kontrol grubuna kiyasla uterus agirliginda artig olmakla beraber
bu istatistiksel olarak anlamli degildir. Yazarlar bu durumu 6stradioliin trofik etkisi
olarak yorumlamiglar ve tamoksifenin bu etkiyi geri c¢evirmis olabilecegini

bildirmislerdir.
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Mayer ve ark. (155) LDL reseptorleri silinmis farelere ooferektomi
uygulandiginda yiiz yirminci giinde uterus agirliginin azaldigini bildirmislerdir. Bu
aragtirmada VCD uygulanan guruplarda yiliz yirminci giinde uterus agirligi kontrol
guruplarina benzerken VCD-E2 uygulanan guruplarda ve ooferektomi-E2 uygulanan
guruplarda uterus agirliginda kontrol grubu, ooferektomi uygulanan, VCD uygulanan
guruplara gore artis olmustur. Bu aragtirmanin erken dénem sonuglar1 verilmemistir.
Yazarlar uterus agirligindaki artis1 dstradiol etkisi olabilecegini bildirmistir.

Gloub ve ark. (327) APP farelere on bes giin siiresince VCD uygulamasi
arkasindan Ostradiol uygulandiginda uterus agirligini dort yiiz altmisinci gilinde
kontrol grubu hayvanlarla benzer bulmuslardir.

Kaynaklarda DHEA ve VCD nin beraber uygulandigi bir bagka arastirma
yoktur. Kisa donem VDH uygulanmasi uterus ve sag over agirliginda artiga neden
olmustur. Sag over agirliginda artis olmasi tesadiifi bir bulgu olabilir. VDH grubunda
artmis uterus agirligt DHEA un androjenik ve Ostrojenik etkilerine bagli olarak
gerceklesmis olabilir. Bu donemde VCD uygulamasi uterus agirliginda degisiklige
neden olmamustir. Hormonal mikrogevre degisiklikleri uterus agirli§ina
yansimamistir. Dolayistyla DHEA etkisi goriilebilmistir. Ancak bu bulgumuzun

VDH grubunda uzun dénem sonuglariyla dogrulanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

VDH Uygulamasi ve Folikiil Sayilari

Arastirmamizda, tablo 4.4. de goriildiigii lizere on bes giin VCD uygulanan
guruplarda total ve normal primordiyal folikiil sayisi, kontrol grubundan daha az
olarak sayilmistir. Atretik primordial folikiil sayis1 kontrol grubundan daha fazla
olmakla beraber bu durum istatistiksel olarak anlamli degildir. DHEA, grubunda
normal primordiyal folikiil sayis1 ve atretik primordiyal folikiil sayis1 kontrol
grubundan daha azdir. DHEA grubunda VCD grubuna gore toplam saglikli
primordial folikiil sayis1 artmustir. Atretik primordial folikiil sayilar1 azdir VDH
grubunda, VCD grubuna gore total, normal ve atretik primordiyal folikiil sayis1
benzer bulunmustur. VDH grubunda normal primordial folikiil sayist DHEA
grubundan daha az olarak bulunmustur.

Aragtirmamizda, tablo 4.5.de goriildiigii lizere on bes giin VCD uygulanan
guruplarda total ve normal primer folikiil sayisi, kontrol grubundan daha azdir.

Atretik primer folikiil sayis1 kontrol grubundan daha fazladir. DHEA grubunda total



153

ve normal primer folikiil sayilar1 kontrol grubundan daha azdir. Atretik primer
folikiil sayis1 azalmakla beraber bu durum istatistiksel olarak anlamli degildir.. VDH
grubunda toplam primer ve normal primer folikiil sayilar1 kontrol grubuna gére daha
azdir. Diger guruplarla benzer olarak sayilmistir. Atretik primer folikiil sayisi ise
kontrol grubu ile benzer olup VCD grubundan daha azdir.

Karyl Thompson ve ark. (150) immatir siganlara VCD ile ostradiol
uygulandiginda primordial folikiillerde kayip olurken primer folikiil sayis1 kontrol
grubu ile aymi kaldigim1 bildirmistir. Bu arastirmada tek basina Gstradiol
uygulandiginda veya ER agonisti genistein uygulandiginda primer folikiil sayilar
artmistir. Ancak kontrol grubu ile karsilastirildiginda genistein ve VCD uygulanan
gurupta primer folikiil sayilarinda fark saptanmamistir. VCD o6strodiol ve ER
antogonisti olan 4-hydroxytamoxifen es zamanli uygulandiginda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda primer folikiil sayilarinda ciddi diislis olmustur. Bu arastirmada
Ostradiol uygulamasi primordial folikiillerdeki kaybi1 onlememekte ancak primer
folikiillerdeki kaybi onlemektedir. Dolayisiyla Ostrojenin koruyucu etkisi primer
folikiillerdedir. Bir Ostrojen reseptor analogu olan genistein ise folikiil kaybini
Onlememistir. Dolayisiyla 17 beta 0Ostradiol uygulamasinin koruyucu etkisine
Ostrojen reseptor aracilik etmemektedir. Ancak bu arastirmada sadece kontrol
guruplarina Ostrojen reseptor boyast yapilmistir.

Devine ve ark. (143) in vitro immatiir fare over kiiltliriine glutathion, vitamin
C veya vitamin E eklenmesinin primordial ve primer folikiil sayilarinda azalmay1
durdurmadigim1 gostermislerdir. Bu bulgu VCD nin oksidatif mekanizma {izerinden
etki gostermedigini desteklemektedir.

Baska bir aragtirmada sicanlara on bes giin siiresince VCD ve arilhidrokarbon
reseptor antagonisti alfa naphthoflavone beraber ya da tek basina ANF verilmistir. 15
giin VCD uygulamasini takiben primordial folikiil sayilarinda kontrol grubuna gore
azalma olmustur. ANF ile tedavi primordial folikiil sayilarinda artisa neden olmustur.
Genetik olarak AhR sayilarinda eksiklik olan farelerde yapilan arastirmalarda AhR
tin preantral folikiillerde atrezi hizim1 kontrol ettigi gosterilmistir. AhR reseptor
antagonisti verilerek bu atrezinin azalmasi apoptozu Onleyici mekanizmada aril

hidrokarbonlarin kullanildigin1 géstermektedir (328).
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Arastirmamiz Sonuglar1 degerlendirildiginde DHEA primordiyal folikiillerde
saglikli primer folikiil sayisini arttirmakta, atrezik primordiyal folikiil sayisini
azaltmaktadir. VCD primordiyal folikiillerde atrezi siirecini hizlandirmakla beraber
DHEA uygulamas: bu siireci azaltmakta ancak bu siire uygulamada atrezik stireci

tam olarak geri dondiirmemektedir.

VDH Uygulamasi Sonrasinda Atretik/Normal Folikiil Yiizdeleri

Arastirmamizda, tablo 4.7.de gorildiigii iizere, primordiyal ve primer
folikiillerin normal /atretik yiizdelerine bakildiginda on bes giinliik VCD grubunda
normal primordiyal ve primer folikiil yiizdesi kontrol grubuna gore azalmis, atretik
primordiyal folikiil yiizdesi ise artmis oldugu goriilmiistiir. DHEA grubunda normal
ve atretik primordial ve primer folikiil yiizdesi kontrol grubuyla benzerdir. VDH
grubunda normal primordiyal ve primer folikiil ylizdesi VCD grubundan daha fazla,
DHEA grubundan ise daha az oldugu gorilmektedir. VDH grubunda atretik
primordiyal folikiil ylizdesi, VCD grubundan daha az, DHEA grubundan ise daha
fazla oldugu goriilmiistiir. Atretik primer folikiil yiizdesi VDH grubunda VCD
grubuna gore daha azdir. Bu sonuglar kaynak bulgulariyla uyumlu oldugu
goriilmiistiir. On bes giinlikk guruplarda VCD primordiyal ve primer folikiillerde
atretik siireci baglatmakta ve folikiil havuzunu azaltmaktatir. Bu siirecin devami over
yetmezligi olacaktir. VCD-DHEA uygulamas: atretik/normal folikiil yiizdelerine
bakildiginda primordial ve primer folikiillerde koruyucu etki gostermistir.

Celik ve ark. (268) lar1 immatiir siganlara 160 mg/kg/giin uyguladiklarinda
VCD uygulanan guruplarda kontrol guruplarina goére normal / atretik primordial ve
folikiil oranlarmin arttigimi ve VCD uygulanan overlerde silmarinin (fitodstrojen)
atreziyi azalttifini bu oranin kontrol overlerindeki degerlere geldigini bildirmistir.
Silmarin uygulamast VCD nin primordial folikiillerde neden oldugu atreziyi
azaltmaktadir.
VDH Uygulamasi ve Apoptoz

Aragtirmamizda tablo 4.10 da goriildiigii tizere VCD ve VDH uygulanan
guruplarda primer folikiillerde TUNEL pozitif hiicre sayisi kontrol grubuna gore
fazla olarak sayilmistir. Bu donemde kontrol grubu overlerde primordiyal ve primer
folikiillerde TUNEL pozitif hiicre gézlenmemistir. VDH grubunda primordiyal ve
primer folikiillerde VCD grubuna gore daha az sayida TUNEL pozitif hiicre
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goriilmiistir. DHEA uygulanan guruplarda primer ve primordiyal folikiillerde
TUNEL pozitif hiicre sayist1 kontrol grubuyla benzerdir. Bu sonuglar
degerlendirildiginde = VCD  primordiyal ve primer folikiillerde apoptoz
mekanizmalarini harekete gecirerek atrezi siirecini baslatmakta, es zamanli DHEA
uygulamasi primer folikiillerde bu siireci azaltmaktadir.

Kaynaklarda VCD apoptoz iliskisinin ve koruyucu ilacin apoptoz
mekanizmalar tizerine etkilerinin TUNEL metoduyla arastirildigi bir aragtirmaya
rastladik. Celik ve ark.(268) immatiir sicanlara VCD uyguladiklarinda primordial
folikiillerde immunohistokimyasal yontemle TUNEL pozitif hiicre sayisinda artis
oldugunu bildirmistir. Bu arastirmada arastirmamizdan farkli olarak primordial
folikiillerde TUNEL pozitif hiicre sayis1 kontrol grubundan fazla olarak bulunmustur.
Bu farkliligin hayvanlar arasi farkliliktan kaynaklandigini diistinmekteyiz. Bu
aragtirmada VCD uygulanan siganlara fitodstrojen olan Silmarin uygulandiginda
TUNEL pozitif hiicre sayis1 kontrol guruplariyla benzer olarak bulunmustur.
Dolayistyla VCD uygulanan siganlarda bir fitodstrojen olan silmarinin apoptozu
baslangi¢ basamaginda dnledigi immunohistokimyasal yontemle gosterilmistir.

Hu ve ark. (140) yirmi sekiz giinliik sicanlara 80 mg/kg VCD bir, on ve on
bes giin uyguladiklar1 arastirmalarinda primordiyal ve primer folikiillerde VCD’nin
MAPK aracili yolun baglamasinda 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 goézlenmislerdir.
Kiictik folikiillerde tek doz VCD uygulanmasinin JNK aktivitesini azaltttigi ERK ve
p38 kinaz aktivitesini etkilemedigini belirlenmistir. Buna karsin on ve on bes giin
VCD uygulanan guruplardan elde edilen sadece kiiciik folikiillerde JNK ve p38
aktivitesinin  belirgin sekilde arttigini  ERK  aktivitesinin ise degismedigi
saptamiglardir.

Wang ve ark. (312) DHEA un osteoblastlarda proliferasyonu artirdigini ve
AR ve ER bagimsiz mekanizmayla MAPK sinyal yolagiyla direk olarak apoptozu
inhibe ettigini gostermislerdir. Dolayisiyla VCD uygulanmig sicanlarda DHEA
uygulanmasi1 bu mekanizmayla apoptozu azaltmis olabilir. Ancak arastirmamizda

MAPK yolag: degerlendirilmemistir.
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Aragtirmamizda sekil 4.9-4.15 de goriildigi iizere; deney ve kontrol
guruplarina ait primordial folikiil granuloza hiicre kaspaz 3 boyanma yogunlugu
karsilagtirildiginda; VCD uygulanan guruplarda kaspaz 3 boyanma yogunlugunu
hafif artmis olarak goriildii. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi. VCD
uygulanan guruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda; daha biiyiik folikiillerde
VCD ovaryan folikiillerde kaspaz 3 boyanma yogunlugunda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamaktadir. VDH uygulanan guruplarda folikiillerde ve over
stromasinda kaspaz 3 aktivitesinde degisiklik olmamustir.

Kary Thompson ve ark. (150) VCD uyguladiklarinda folikiil sayisinin
azaldigimmi ve kaspaz 3 aktivitesinin arttigim1 ancak tek basina genistein
uyguladiklarinda kaspaz 3 aktivitesinde ve folikiil sayisinda degisiklik olmadigini
bildirmislerdir. Bu arastirmada genistein (fitodstrojen) ve VCD beraber
uygulandiginda ise folikiil sayis1 ve kaspaz 3 aktivitesi kontrol grubu ile benzer
bulunmustur. Dolayisiyla genistein folikiil sayis1 ve apoptoza tek basina bir etkisi
yokken, VCD nin neden oldugu folikiil kaybini ve apoptozu durdurmaktadir. Bu etki
VCD nin neden oldugu apoptoz artiginin Ostrojen aracilikli bir mekanizmayla
durduruldugunu gostermektedir.

Celik ve ark. (268) immatiir sicanlara VCD uyguladiklarinda primordial,
primer, sekonder ve antral folikiillerde kaspaz 3 aktivitesinin arttigin1 ancak bu
artisgin sadece antral folikiil ve stromada istatistiksel olarak anlamli oldugunu
bildirmislerdir. Bu arastirmada Silmarin uygulanan guruplarda kaspaz 3 aktivitesi
kontrol grubu ile benzer olarak gergeklesmistir. Bu arastirmada VCD nin neden
oldugu apoptozun Ostrojen uygulamasiyla durdurulabilecegini desteklemektedir.
Arastiricilar Silmarinin koruyucu etkisini dstrojen reseptor araciligiyla gerceklesmis
olabilecegini bildirmislerdir. Bu arastirmada VCD nin neden oldugu apoptozun
Ostrojen uygulamasiyla durdurulabilecegini destekleyebilir. Fitodstrojen olan
silymarin ve silbinin ayrica karsinogenezise karsi koruyucu etkileri oldugu,
ultraviyolenin tetikledigi oksidatif stres, inflamasyon, immiin cevap ve DNA hasar1
gibi tehlikeli etkileri baskiladigi ve azaltti§i, PGE,, PGF,, PGD, (prostoglandin
metabolitlerinin) ve COX-2 (cyclooxgenase-2) ekspresyonun inhibe ettigi,
mitokondriyal apoptoz mekanizmalarini, kaspaz aktivasyonunu ve MAPK

sinyallerinin modulasyonunu sagladig: bildirilmistir (334,335).
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Arastirmamizda denek sayisi azligi, kullandigimiz sican tiirti farklihig ve
gozlemci degerlendirmesi nedeniyle VDH uygulanan si¢anlarda kaspaz 3
aktivitesinde bir farklilik goriilmedigini diisiinmekteyiz. Ancak kaspaz 3 apoptozda
geri doniisiimsiiz basamag1 gostermektedir. Dolayisiyla VCD uygulanan si¢anlarda
gbzlenen folikiiler koruma DHEA’un daha onceki basamaklarda bir etkisi sonucu
ortaya ¢ikmaktadir. .

Hu ve ark. (329) 28 giinliik siganlara 80 mg/kg VCD 1, 10 ve 15 giin
uyguladiklar1 arastirmalarinda primordiyal ve primer 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 bagl niikleer proteinlerde azalmaya neden oldugu gézlenmistir. Kiigiik
folikiillerde tek doz VCD uygulanmasinin JNK aktivitesini azaltttigi ERK ve p38
kinaz aktivitesini etkilemedigini belirlenmistir. Buna karsin 10 ve 15 giin VCD
uygulanan guruplardan elde edilen sadece kiiciik folikiillerde JNK ve p38
aktivitesinin belirgin sekilde arttigin1 ERK aktivitesinin ise degismedigi saptanmigtir

Neonatal sican kiiltiir sistemi kullanilarak yapilan aragtirmalarda VCD
inkubasyonu ¢ kit mRNA ekspresyonunu inhibe etmektedir. Kiiltiir sistemine Kit
ligand eklenmesi preantral folikiillerde atreziyi engellemektedir. (141). Keating ve
ark. VCD uygulanan neonatal si¢can over kiiltiiriine fosfotidil inozitol 3 kinaz
inhibitorii eklediklerinde primordial folikiil sayilarinda degisme olmadigini, kiiciik
primer folikiil sayilarinda sadece VCD eklenmesine gore daha fazla azalma oldugunu
bildirmislerdir. (325) Yazarlar bu arastirmada VCD nin primordial folikiil
recruitmentini fosfotidil inozitol 3 kinaz yolagini kullanarak artirdigini ve asil toksik
etkinin primer folikiillerde olustugunu ©ne siirmiislerdir.. Dolayisiyla bu
mekanizmay1 hareketlendiriebilecek ilaglar VCD nin neden oldugu ovotoksisiteyi
azaltabilir. Liu ve ark. (315) DHEA un aortik vaskiiler hiicrelerde doz bagiml
sekilde ve Ostrojen reseptorlerini kullanmadan apoptozu fosfotidil inozitol 3-kinaz
yolagiyla kaspaz 3 aktivitesini azaltarak ve bcl-2 yi artirarak Onledigini
bildirmislerdir.

Wang ve ark. (333) DHEA un osteoblastlarda proliferasyonu artirdigini ve
AR ve ER bagimsiz mekanizmayla MAPK sinyal yolagiyla direk olarak apoptozu
inhibe ettigini gostermislerdir. VCD uygulanmis sigcanlarda DHEA uygulanmasi bu
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mekanizmayla apoptozu 6nlemis olabilicegini diisiinmekteyiz. Ancak arastirmamizda
MAPK yolagt degerlendirilmemistir.  VCD uygulamasi stromada apoptozu
arttirmistir. VCD uygulamasi ile stromada olusmus apoptoz DHEA uygulamasiyla

Onlenememistir.

VDH Uygulamasi ve Hormon Diizeyleri

Arastirmamizda tablo 4.11. de goriildigli iizere VDH gurubunda serum
ostradiol seviyeleri DH ve kontrol gurubuyla benzer olarak oSl¢iilmiisken VCD
gurubundan diisiik 6l¢tilmiistiir.

Kary Thompson ve ark. (150) immatiir siganlara dstrojen reseptor analogu,
genistein ya da tamoksifen ya da on bes giin 80mg/kg/glin VCD uyguladiklarinda
serum Ostradiol konsantrasyonlarini kontrol grubu ile benzer bulmuglardir.

Mayer ve ark. (155) LDL reseptor eksik immatiir farelere on bes giin
stiresince 160mg/kg/giin  VCD uyguladiklarinda plazma FSH diizeyleri elli {i¢lincii
giinde kontrol ve ooferektomi uygulanan farelere gore daha yiiksek bulmuslardir. Bu
aragtirmada plazma FSH diizeyleri sadece ooferektomi uygulanan guruplarda sadece
VCD uygulanan guruplarla benzer bulunmustur. VCD-E2 ve ooferektomi-E2
guruplarinda plazma FSH diizeyleri diismekle beraber siklik kontrollerden yiiksek
Olclilmiistiir. 17 beta Ostradiol diizeyleri kontrol grubu, ooferektomi grubu ve VCD
grubunda tespit edilebilir diizeylerin altinda kalmistir. Ooferektomi-E2 uygulanan
guruplarda plazma E2 diizeyleri fizyolojik limitlerin iizerine ¢ikarken, VCD-E2
uygulanan guruplarda fizyolojik siirlarda 6l¢miislerdir. Yazarlar bu durumu VCD
uygulanan farelerde interstisyel dokuda bulunan 6strojen sulfotransferaz aktivitesine
baglamiglardir. Bu arastirmada FSH diizeyleri VCD uygulanan farelerde ve
ooferektomi uygulanan farelere ylikselmistir. Bu farelere E2 uygulanmas: FSH da
diismeye neden olmakta fakat bu diisme kontrol hayvanlarina yaklagmamustir.
Disardan 0Ostradiol uygulanmasi hipofiz FSH sekresyonu iizerine parsiyel etki
gostermektedir. Ciinkii hipofiz FSH sekresyonu over graniiloza hiicreleri tarafindan
tiretilen inhibin tarafindan da inhibe edilir. Dolayisiyla overlerde graniiloza hiicre
kaybi1 sonrasinda olusan inhibin azlig1 sonrasinda 6stradiol verilmesi FSH diizeylerini
istenilen diizeylere getirememektedir.

Mayer ve ark. (155) LDL reseptor silinmis farelerde on bes giin siiresince

160mg/kg/giin VCD uyguladiklarinda serum androstenedion diizeylerini kontrol
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grubuyla benzer olarak bildirmistir. Ooferektomi uygulanan siganlarda ve VCD-E2
uygulanan guruplarda plazma androstenedion diizeyleri VCD ve kontrol grubuna
gore diistik olarak bildirmistir.

Mayer ve ark. (144) baska bir aragtirmada immatiir B6C3F1 farelere on bes
giin stiresince 160 mg/kg/giin VCD uyguladiklarinda menopoz olustuktan sonra
geriye kalan over dokusu tarafindan androstenedion liretiminin devam ettigini
gostermislerdir.

Misugi ve ark. (311) immatiir Wistar si¢anlara 6 mg/100g VA / giin DHEA
uyguladiklarinda DHEA uygulanan gurupta plazma testestoron konsantrasyonunda
artis bildirmistir. Lee ve ark. (220) yirmi iki giinlik immatiir Spraque Dawley
sicanlara on giin siiresince 6 mg/100g VA/giin DHEA enjeksiyonu sonrasinda serum
testosteron, androstenedion ve Dehidroepiandrosteron diizeylerinde artis bildirmistir.
Wang ve ark. (222) yirmi gilin siiresince 6 mg/100g VA DHEA uyguladiklar
gurupta serum testosteron diizeylerini kontrol grubuna goére artmis olarak
bildirmistir.

Arastirmamizda serum estradiol seviyelerinin kontrol grubuyla benzer olarak
gergeklesmesinin VCD-DHEA uygulamasinin dokuda steroidojenik aktiviteyi ve

Ostradiol metabolizmasini etkilememesi nedeniyle gerceklestigini diisiinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

Arastirmamizda yirmi sekiz gilinliik Spraque Dawley sicanlarda on bes giin
stiresince 4-Vinyl cyclohexene-diepoxide (VCD) maddesi verilerek olusturulan
prematiir over yetmezligi modelinde Dehidroepiandrosteron (DHEA)’un olasi
etkileri arastirildi.
1- VCD, DH, Kontrol guruplarinda Deney bas1 agirliklari  benzer
ol¢iildii.(P>0.05)
2- VCD grubunda Deney sonu agirlik (DSA) kontrol ve DH grubuyla benzer
olarak ol¢iildi. .(P>0.05) VCD gurubunda DSA VDH grubundan diisiik olarak
olciildi. (p=0,001)
3- DH grubunda DSA VCD ve VDH grubuyla benzer olarak ol¢iildi.
.(P>0.05)DH grubunda DSA kontrol grubundan fazla olarak ol¢iildii. (p=0,04)
4- VDH grubunda DSA Kontrol grubuyla benzer o6l¢iildi. .(P>0.05) VDH
grubunda DSA VCD ve kontrol grubundan fazla 6l¢iildii. (p<0.001)
5- VCD grubunda deney siiresince alman kilo kontrol grubu, DH grubu ile
benzer oOl¢iildi. (P>0.05) VCD grubunda deney siiresince alman kilo VDH
grubundan diisiik olarak ol¢iildii.(p=0.001)
6- DH grubunda deney siiresince alinan kilo kontrol ve VCD grubu ile benzer
Olciildi. (P>0.05) DH grubunda deney siiresince alinan kilo VDH grubundan az
ol¢iildii.(p<0.001)
7- VDH grubunda deney siiresince alinan kilo kontrol (P<0.001), VCD
(P<0.001), DH gurubundan yiiksek (p<0.001) 6l¢iildii.
8- VCD grubunda over ve uterus agirliklari, normallestirilmis organ agirliklar
kontrol, VCD ve DH grubuyla benzer 6l¢iildi. (P>0.05)
9- DH grubunda over ve uterus agirliklari, normallestirilmis organ agirliklari
VCD, DH, kontrol grubuyla benzer 6l¢iildii.(P>0.05)
10- VDH grubunda sag over agirligi (p=0.003)ve uterus agirligi kontrol
grubundan daha fazla olciildi. (p=0,001) VDH grubunda uterus agirligi kontrol
grubundan (p=0,001) ve VCD grubundan daha fazla 6l¢tildii. (p=0,001)
11-  VCD grubunda toplam primordial folikiil sayis1 kontrol , grubundan daha az
say1ld1.(p<0.0001)
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12-  DH grubunda toplam primordial folikiil sayis1 kontrol grubundan daha az
say1ldi.(p=0.017)

13- VDH grubunda toplam primordial folikiil sayis1 kontrol grubundan daha az
say1ldi.(p=0,008)

14-  VCD grubunda normal primordial folikiil sayis1 kontrol (P<0.0001), VDH
(P=0.03), DH (P=0,001) grubundan daha az sayild.

15-  DH grubunda normal primordial folikiil sayis1 kontrol grubundan daha az
say1ldi.(P=0.017)

16- VDH grubunda normal primordial folikiil sayis1 kontrol (P=0,008) ve DH
grubundan daha az sayildi.(P=0.017)

17-  VCD grubunda atretik primordial folikiil sayist DH (P=0.005) ve VDH
(P=0.03) grubundan daha fazla sayildi.

18-  DH grubunda atretik primordial folikiil sayis1 kontrol grubundan daha fazla
sayildi. (P=0.017)

19-  VDH grubunda atretik primordial folikiil sayist kontrol ve DH grubu ile
benzer (P>0.05)VCD grubundan az olarak sayildi.(P=0,011)

20-  VCD grubunda toplam primer folikiil sayisi kontrol grubundan daha az
,(P<0,0001) VDH ve DH grubu ile benzer sayildi. (P>0.05)

21- DH grubunda toplam primer folikiil sayist kontrol grubundan daha az,
(P=0.03) VCD (P=0,013)ve VDH grubundan daha fazla sayildi.

22-  VDH grubunda toplam primer folikiil sayis1 kontrol grubundan daha az
say1ldi.(P=0,016) VDH grubunda toplam primer folikiil sayis1t VCD ve DH grubuyla
benzer sayildi. (P>0.05)

23-  VCD grubunda normal primer folikiil sayilar1 kontrol(P<0.0001) ve DH
grubundan daha az sayildi.(P=0,013) VCD grubunda normal primer folikiil sayisi
VDH grubu ile benzer sayildi. (P>0.05)

24-  DH grubunda normal primer folikiil sayilar1 kontrol grubundan daha benzer
sayildi. DH grubunda normal primer folikiil sayist VCD grubundan daha fazla
sayildi. (p=0,013)

25-  VDH grubunda normal primer folikiil sayilar1 kontrol grubu ile benzer

sayildi. (P>0.05)
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26- VCD grubunda atretik primer folikiil sayilar1 kontrol (p<0,0001) DH
(P=0.013), VDH grubundan (P=0.002) fazla sayildi.

27-  DH grubunda atretik primer folikiil sayilart VCD grubundan daha az
say1ldi.(P=0.013)

28-  VDH grubunda atretik primer folikiil sayilar1 kontrol ve DH grubu ile benzer
sayildi. (P>0.05)VDH grubunda atretik primer folikiil sayis1 VCD grubundan az
olarak sayild1.(P=0.002)

29-  VCD grubunda sekonder folikiil sayilar1 kontrol grubundan daha az sayildi.
VCD grubunda sekonder folikiil sayisi VDH ve DH grubuyla benzer sayildi.
(P>0.05)

30- DH grubunda sekonder folikiil sayilar1 kontrol grubundan daha az
say1ldi.(P=0.009) DH grubunda sekonder folikiil sayis1 VCD(P=0.009) ve kontrol
grubundan (P=0.009)fazla sayildu.

31-  VDH grubunda sekonder folikiil sayillartVCD ve DH grubu ile benzer olarak
sayildi. (P>0.05) VDH grubunda sekonder folikiil sayilar1 kontrol grubundan daha az
sayildi. (P=0,008)

32- VCD grubunda antral folikiil sayillar1 DH grubu ile benzer sayildi.
(P>0.05)Kontrol grubundan daha az sayildi.(P<0.0001) VDH grubundan daha fazla
(P=0.006) sayildi.

33-  DH grubunda antral folikiil sayilart VCD ve VDH grubu ile benzer sayildi.
(P>0.05) DH grubunda antral folikiil sayilar1 kontrol grubundan daha az sayildi.
(P=0.03)

34-  VDH grubunda antral folikiil sayilar1 kontrol grubundan daha az sayildi.
(P=0.008) VDH grubunda antral folikiil sayilar1t VCD grubundan daha az sayildi.
(P=0.008)

35-  VCD grubunda korpus luteum sayilar1 kontrol, VCD, VDH grubuyla benzer
sayildi. (P>0.05)

36- DH grubunda korpus luteum sayilar1 kontrol, VCD, VDH grubu ile benzer
sayildi. (P>0.05)

37-  VDH grubunda korpus luteum sayilar1 kontrol, VCD ve DH grubu ile benzer
sayildi. (P>0.05)
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38- VCD grubunda folikiil kist sayilar1 kontrol grubundan daha az
say1ldi.(P<0.0001)

39-  DH grubunda folikiil kist sayilar1 kontrol grubu ve VDH grubu ile benzer
sayildi. (P>0.05)

40-  VDH grubunda folikiil kist sayilar1 kontrol, VCD, VDH guruplari ile benzer
sayildi. (P>0.05)

41- VCD grubunda normal primordial folikiil ytizdesi kontrol (P<0.0001), DH
(P<0.0001), VDH guruplarindan (P<0.0001) az sayildi.

42-  DH grubunda normal primordial folikiil sayis1 VCD (P=0.036) ve VDH
grubundan (P=0.036) fazla, kontrol grubuyla benzer sayildi. (P>0.05)

43-  VDH grubunda normal primordial folikiil yilizdesi VCD grubundan
(P<0.0001) fazla, DH grubundan az ((P=0.036), kontrol grubuyla benzer sayildi.
(P>0.05)

44-  VCD grubunda atretik primordial folikiil yiizdesi kontrol (P<0.0001) DH
(P<0.0001), VDH grubundan (P<0.0001) fazla sayild1.

45-  DH grubunda atretik primordial folikiil ylizdesi VDH, VCD grubundan az,
kontrol grubuyla benzer sayildi. (P>0.05)

46- VDH grubunda atretik primordial folikiil ylizdesi VCD grubundan az
(P<0.0001) DH grubundan fazla (0,036) , kontrol grubuyla benzer sayildi. (P>0.05)
47- VCD uygulanan  sicanlarda normal primer folikiil yiizdesi kontrol
(P<0,0001), DH (P<0.0001) ve VDH(P<0.0001) grubundan daha az sayildi.

48- DH grubunda normal primer folikiil yilizdesi VCD grubundan daha az
(P<0.0001), kontrol ve VDH grubuyla benzer sayildi. (P>0.05)

49-  VDH grubunda normal primer folikiil yiizdesi VCD grubundan daha fazla
(p<0.0001), kontrol ve DH grubuyla benzer sayildi. (P>0.05)

50-  VCD grubunda atretik primer folikiil ytlizdesi kontrol (p<0.0001), DH
(p<0.0001) ve VDH(p<0.0001) grubundan daha fazla sayildi.

51- DH grubunda atretik primer folikiil yilizdesi VCD grubundan daha az
(p<0.0001), kontrol ve VDH grubuyla benzer sayildi. (P>0.05)

52-  VDH grubunda atretik primer folikiil yiizdesi VCD grubundan daha az
(p<0.0001) kontrol ve DH grubuyla benzer sayildi. (P>0.05)
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53-  VCD grubunda primordial folikiil capt VDH grubundan daha fazla, kontrol ve
DH grubuyla benzer olgiildii. (P>0.05)

54-  DH grubunda primordial folikiil ¢ap1 kontrol, VCD, VDH grubuyla benzer
ol¢iildii (P>0.05)

55-  VDH grubunda primordial folikiil capt VCD grubundan daha az, kontrol ve
DH grubuyla benzer olgiildii. (P>0.05)

56-  VCD grubunda primordial folikiil graniiloza kalinlig1 kontrol grubundan daha
az, VDH ve DH grubuyla benzer 6l¢iildi. (P>0.05)

57-  DH grubunda primordial folikiil granuloza kalinligt VCD, DH ve kontrol
grubu ile benzer olgiildii. (P>0.05)

58-  VDH grubunda primordial folikiil granuloza kalinligit VCD, DH ve kontrol
grubuylabenzer 6l¢iildi. (P>0.05)

59- VCD, DH, VDH, kontrol grubunda primer folikiil ¢api, primer folikiil
graniiloza kalinligi, sekonder folikiil ¢api, sekonder folikiil teka kalinligi, sekonder
folikiil granuloza kalinlig1 antral folikiil ¢api, antral folikiil teka kalinligi, antral
folikiil graniiloza kalinlig1 benzer 6l¢iildi. (P>0.05)

60- VCD, DH, VDH, kontrol grubunda primordial, sekonder, antral, korpus
luteum, folikiil kistlerinde TUNEL pozitif hiicre sayis1 benzer sayildi. (P>0.05)

61-  VCD grubunda primer folikiillerde TUNEL pozitif hiicre sayis1 kontrol
grubundan fazla sayildi.(p=0.01) VCD grubunda TUNEL pozitif hiicre sayist DH,
VDH grubuyla benzer sayildi. (P>0.05)

62- DH grubunda primer folikiillerde TUNEL pozitif hiicre sayist kontrol
grubuyla benzer sayildi. (P>0.05)

63- VDH grubunda primer folikiillerde TUNEL pozitif hiicre sayis1 kontrol
grubundan fazla sayildi.(p=0.01)

64-  Deney ve kontrol guruplar1 arasinda primordiyal folikiil kaspaz-3 boyanma
yogunlugu bakimindan birbirleri ile karsilastirildiginda guruplar arasinda anlamh
diizeyde fark yoktur (p>0.05).

65- Deney ve kontrol guruplari arasinda primer folikiil kaspaz-3 boyanma
yogunlugu bakimindan birbirleri ile karsilastirildiginda guruplar arasinda anlaml

diizeyde fark yoktur (p>0.05)
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66-  Deney ve kontrol guruplarn arasinda sekonder folikiil graniiloza tabakasinda
kaspaz-3 boyanma yogunlugu bakimindan birbirleri ile karsilastirildiginda guruplar
arasinda fark vardir (p=0,014). Sekonder folikiiliin graniiloza tabakasinda siddetli
diizeyde (2. derece) boyanan 3 folikiilden 2 si VCD grubuna aittir.

67-  Deney ve kontrol guruplari arasinda sekonder folikiil teka tabakasi kaspaz-3
boyanma yogunlugu bakimindan birbirleri ile karsilastirildiginda guruplar arasinda
anlamli diizeyde fark yoktur (p>0.05)

68-  Deney ve kontrol guruplar1 arasinda korpus luteum kaspaz 3 boyanma
yogunlugu bakimindan birbirleri ile karsilastirildiginda guruplar arasinda anlamli
diizeyde fark yoktur (p>0.05)

69-  Deney ve kontrol guruplari arasinda over stromasinda kaspaz-3 boyanma
yogunlugu bakimindan birbirleri ile karsilagtirildiginda guruplar arasinda fark vardir
(p=0,008). Over stromasinda siddetli diizeyde (2. derece) boyanan 6 overden 5’i
VCD grubuna aittir.

70-  VCD grubunda serum FSH diizeyi VCD, DH, Kontrol grubundan az
Olciilmiistiir. (p<0.0001)

71-  DH grubunda FSH diizeyi kontrol ve VDH grubuyla benzer dl¢tilmiistiir. DH
gurubunda serum FSH diizeyi .kontrol gurubundan az 6l¢iilmiistiir. (p<0.0001)

72-  VDH grubunda FSH kontrol ve DH grubuyla benzer o6l¢iilmiistir. DH
gurubunda serum FSH diizeyi .kontrol gurubundan az 6l¢iilmiistiir. (p<<0.0001)

73-  VCD grubunda o6stradiol diizeyi VDH grubundan ve kontrol grubundan
yuksek Olc¢iilmiistiir. VCD grubunda 0Ostradiol diizeyi kontrol grubu ile benzer
olgiildii. (P>0.05)

74-  DH grubunda ostradiol diizeyi ile kontrol grubundan daha yiiksek 6l¢iildii.
(P>0.05)

75-  VDH grubunda o6stradiol diizeyi VCD grubundan daha diisiik ol¢iildi.
(P=0.003) VDH grubunda ostradiol diizeyi kontrol grubu ile benzer ol¢iildii.
(P>0.05)

Yukarida detaylan ile verilen arastirmamiz sonuc¢larimin degerlendirilmesine
gore

1- Arastirmamizda 15 giin siiresince VCD uyguladigimiz siganlarda atretik

primordial folikiil yilizdesi %86,67, atretik primer folikiil yiizdesi 64,54 olarak
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gerceklesmis olup. TUNEL immunohistokimyasal boyamada primer folikiillerde
TUNEL pozitif boyanan apoptoza ugrayan hiicrelerin arttigir gériilmiis ve bu siirecin
sonunda azalan primordial ve primer folikiil sayilar1 ile deneysel over yetersizligi
gergeklesmistir.

2- Isik mikroskop bulgularina goére VCD overlerde apoptozu artirarak folikiil
kaybina neden olmustur. TUNEL boyasinda apoptoz artist primer folikiillerdeyken
.kaspaz 3 boyasinda stromada goriilmiistiir.

3- DHEA 151k mikroskop bulgularina gore primordial ve primer folikiillerde
apoptoza neden olmamistir. DHEA nin sadece sekonder folikiillerin granuloza
hiicrelerde ve stromada apoptoza neden oldugu kaspaz 3 boyasi ile gosterilmistir.

4- DHEA uygulamast immatiir sican over folikiillerinde gegici bir sekilde
duraklamaya neden olmustur.

5- VCD-DHEA uygulamasi 151k mikroskopu diizeyinde primordial ve primer
folikiillerde VCD nin neden oldugu folikiiler atreziyi azaltmistir. Ancak VCD-DHEA
uygulamasi1 sekonder folikiillerin granuloza hiicreleri ve stromada apoptozu

Onlememistir.
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