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OZET

Deneysel PKOS Modelinde Metformin ve Resveratroliin Sigan Ovaryumu Uzerindeki
Etkilerinin Farkl1 Yontemlerle incelenmesi

Amag: PKOS (Polikistik Over Sendromu), iireme ¢agindaki kadinlarda en yaygin goriilen
endokrin ve metabolik bozukluktur. Resveratrolin antioksidant ve antiinflamatuvar
Ozellikleri bulunmaktadir. Metformin ise Tip II diyabet tedavisinde kullanilan insulin-
duyarlagtirict bir ilagtir. Bu ¢alismanin amacit PKOS tedavisinde resveratroliin tek basina
ve metforminle birlikte ovaryum iizerine etkisini biyokimyasal, immiinohistokimyasal, 151k
ve elektron mikroskobik a¢ilardan incelemektir.
Yontem: Wistar albino wrki disi siganlar kontrol ve PKOS grubu olarak ikiye ayrildi.
PKOS modeli olusturulan siganlar daha sonra randomize gruplara ayrildi. Bu gruplara
resveratrol, metformin ve iki tedavinin kombinasyonu uygulandi. Deney sonunda ovaryum
dokular1 151k ve elektron mikroskobik olarak incelendi. SIRTI ve AMPK
immiinreaktivitesi tespit edildi. Alinan kan 6rneklerinde FSH, LH, Testosteron, AMH,
TNF-o ve MDA seviyeleri olgiildii. Elde edilen veriler SPSS programi ile istatistiksel
olarak analiz edildi.
Bulgular: PKOS grubunda viicut ve ovaryum agirligi kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak artis gosterdi. Gruplar arasinda FSH seviyesi agisindan anlamli bir farklilik
gorilmedi ancak serum LH ve Testosteron seviyelerinin kontrol grubuna gore PKOS
grubunda anlaml arttig1 tespit edildi. Tedavi gruplari ise bu hormon seviyelerini iyilestirdi.
AMH, TNF-a ve MDA, PKOS grubunda kontrole gore anlamli artis gosterdi. SIRT1 ve
AMPK immdunreaktivitesi en fazla tedavi gruplarinda saptandi. Histomorfometrik analizler
PKOS grubunun kontrol ve tedavi grubuna kiyasla ¢ok sayida kistik ve atretik folikiil
icerdigini gosterdi. Apoptotik indeks ve elektron mikroskobik incelemeler de bu bulgulari
destekledi.

Tartisma: Calismamizdan elde edilen sonuglar 1s1ginda PKOS’un ovaryumda meydana
getirdigi patolojik degisimlerde resveratrol ve metformin uygulamasimnin morfolojik,
biyokimyasal veriler ve ultrastriiktiirel yap1 {izerine iyilestirici etkisi oldugu tespit
edilmistir. PKOS’un diinyadaki kadinlarin % 5-10" unu etkiledigi goz oniine alindiginda;
onemli infertilite nedeni sayilan bu hastalikta Ozellikle kombine tedavinin umut vaad

ettigini diistinmekteyiz.

Anahtar s6zcukler: PKOS, Resveratrol, Metformin, Oksidatif stres, Inflamasyon



ABSTRACT

Examinations of Resveratrol and Metformin’s Effects on Rat Ovary in an Experimental
PCOS Model via Different Methods.

Objectives: Polycystic ovarian syndrome (PCOS) is one of the most common endocrine-
metabolic disorder among women in reproductive ages. Resveratrol has anti-oxydant and
anti-inflamatuar properties. Metformin is an insuline-sensitizer that is used for the
treatment of type 2 diabetes. The aim of this study is to investigate the effect of resveratrol

and metformin on ovarian PKOS treatment.

Material-Method: Wistar albino rats were divided into two groups as control and PCOS.
PCOS rats were randomly seperated into treatment groups and resveratrol, metformin and
resveratrol-metformin combine therapy were performed. Ovarian tissues were evaluated
for light and electron microscopy. SIRT1 and AMPK immunreactivity were scored. Blood
samples obtained from rats analysed for FSH, LH, Testosterone, AMH, TNF-a and MDA
levels. Data were statistically analysed with SPSS programme.

Results: Body and ovarian weight were significantly increased in PCOS groups compared
to control groups. No significant difference was observed between groups in terms of
serum FSH levels. LH, Testosteron, AMH, TNF-a and MDA levels were increased in
PCOS groups while treatment groups improved this levels. SIRT1 and AMPK
immunreactivity were higher in all treatment groups. PCOS groups exhibited more cystic
and atretic follicles than the control and treatment groups. Apoptotic index and

ultrastructural examinations supported this data.

Conclusion: In the light of the results of this study, application of metformin and
resveratrol has been found to have therapeutic effects on the pathological changes (as
morphological, biochemical data and ultrastructural) seen in PCOS ovary. % 5-10 of
women in the world suffer from PCOS one of the most important causes of infertility and,
according to our study, especially combined use of metformin and resveratrol hold promise

in the treatment of patients with PCOS.

Keywords: PCOS, Resveratrol, Metformin, Oxydative stress, Inflammation
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

a.: Arteria

AEC: Aminoetil Karbazol

AMH: Antimillerian hormon

AMP: Adenozin Monofosfat

AMPK: Adenozin monofosfat-aktifleyici protein kinaz
AP-1: Aktif protein- Nuklear faktor-xB
APSAA: Akut faz serum amiloid A
ATP: AdenozinTrifosfat

CAMP: SiklikAdenozin Monofosfat
CAT: Katalaz

CCl4: Karbon tetraklorit

ATP: Adenozin trifosfat

CRP: C-reaktif protein

D: Digstrus

D1: Di6strus 1

D2: Didstrus 2

DAB: Diaminobenzidin

DHEA: Dehidroepiandrosterone
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IL: Interlokin
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CIZELGELER DiZINi

Cizelge 1.1.PCOS hastalarinda goriilen oksidatif stres belirtecleri

XiX



Tez, asagidaki denetimler yapilarak tamamlanmustir.

® Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde
edilen unvanlar yazild1 (Kapak sayfasina danigman adi yazilmamalhdir).

Ei Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) ad1 yazildi.

¥ Tez kapag sirt kismina kilavuzda belirtilen gizimde (yazinin yoniine dikkat!) ad,
program, yil yazildi.

K Onay sayfasi uygun ¢izimde hazirlandi (kazanilan unvanlar BILIM UZMANLIGI ya da
DOKTORA olmalidir) imzalatildi (Enstitii Miidiirii’niin imzasi1 da gereklidir, imzalarin

ayni renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).

X Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandi.

& On sayfalara i, ii, iii seklinde Roma rakamlari konuldu.
B Sayfa numaralan kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.
& Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

@ Ana metin yazi boyutu 12 olacak bi¢imde basildi.

® Dipnot yazi boyutu 10 olacak sekilde basildi.

@ Ana metin satir aralig1 1.5 olacak sekilde yazildi.

@ Kaynaklar abecesel siralamaya gore yazildi.

& Kaynak gésterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.

R Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.

F./06b/206
Danigman
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1.GIRIS
1.1. Ovaryum
1.1.1. Ovaryumun Embriyolojisi

Embriyonik yasamin ilk aymnda, primordiyal germ hcreleri vitellis kesesinden
gonad taslagina go¢ eder. Gonadlara ulastiklarinda bu hiicreler disi organizamada
oogonyumlara doniisiir (Massimo 2010). Bu esnada s6lom epitelinin proliferasyonuyla
primer cinsiyet kordonlar1 gelisir. Yedinci haftada ise ovaryum yiizey epitelinin
proliferasyonuyla sekonder cinsiyet kordonlart olusur. Oogonyumlar art arda yogun
bolunmeler gecirerek intrauterin yasamin ikinci ayinda yaklasik 600.000’e, besinci ayinda
ise 7 milyonun (izerinde bir sayrya ulasir. Ugiincii aydan baslayarak oogonyumlar 1. mayoz
bélunmenin profaz evresine girer ve profazin diploten evresinde kalarak primer oositlere
doniistir. (Aytekin ve Solakoglu 2009, Ovalle 2013). Doguma kadar mevcut oositlerin ~
%80’1 atreziye ugrar ve yeni dogan bebekte yaklasik 600.000-800.000 folikdl bulunur
(Sadler 2010, Moore ve Persaud 2009). Bu say1 adolesan dénemde 40.000’in altina iner ve
folikler atreziyle birlikte 40-45 yaslarinda geriye yaklasik 8.000 oosit kalir (Anthony
2013, Moore ve Persaud 2009).

1.1.2. Ovaryumun Anatomisi

Ovaryumlar yetiskinlerde 3 cm uzunlugunda, 1,5-2 cm genisliginde, 1 cm
kalinliginda ve 3-5 gr agirlifinda olan badem seklinde bir ¢ift organdir. Pelvik boslugun
yan duvarlariin arkasinda bulunan fossa ovarica'larda yer alirlar. Fossa ovarica ad1 verilen
bu gukur, a. iliaca externa ile a. iliaca interna arasinda yer alir. Bu ¢ukur asagi ve on
taraftan lig. latum uterinin tabani, yukaridan a. iliaca externa ve arkadan ise iireter ile
sinirlanir. Cukurun dibinde peritoneumun altindan a. obturatoria, v. obturatoria ve n.
obturatorius gecer. (Ovalle ve Nahirney 2013, Arinci ve Elhan 2001, Yildirim 2000).

Ovaryumlarin yiizeyi tunika albuginea adi verilen bag dokusu ile ortiilii olmasi
nedeniyle pembe-beyazimsi renktedir. Puberteye kadar diiz ve piiriizsiiz olan ovaryum
ylzeyi ovulasyon siirecinin baglamasindan sonra piirtiiklii bir hale gelir (Ovalle ve
Nahirney 2013, Arinci ve Elhan 2001, Yildirim 2000).

Her bir ovaryumun; facies medialis ve facies lateralis olmak Gzere iki ylzu, énde
margo mesovaricus arkada margo liber olmak Uzere iki kenari, lateralde ekstremitas tubaria
medialde ekstremitas uterina olmak iizere de iki ucu yer alir. On kenar olan margo

mesovaricus diiz olup kisa bir peritoneal plika olan mesovarium lig. latum uteriye baglanir.
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Medial u¢ olan ekstremitas uterina ile cornu uteri arasinda lig. ovarii proprium (lig.
uteroovaricum, chorda uteroovarica) uzamir. iliak damarlarin 6n tarafinda yukar1 dogru
uzanan bir periton plikas1 olan lig. suspensorium ovarii (infundibulopelvik bag) ile
ovaryum pelvik duvara baglanir (Ovalle ve Nahirney 2013, Arinct ve Elhan 2001, Yildirim
2000, Waugh ve Grant 2001, Standring 2005, Gokmen 2003).

1.1.2.1. Ovaryumun Damar ve Sinirleri

Ovaryum arterleri: Ovaryumlarin kanlanmalar1 asici bag (lig. suspensorium ovarii)
icindeki damarlarla saglanir. Ovaryumlara kan getiren esas damar arteria ovarica olup
abdominal aortanin kollarindandir. L2 (ikinci bel omuru) seviyesinde, a. renalis altinda
aortadan ayrilir. A. ovarica asic1 bag i¢inde ilerleyerek mesovaryuma gelir. Ovaryumlarin
kanlanmasini saglayan ikincil damar ise uterin arterin ovaryan dalidir (ramus ovaricus).
Mezovaryumda, ovaryumlara kan getiren ramus ovaricus ile a. ovarica anastomoz yaparlar.
Bu iki biiyiik arter, halka seklinde kivrildigindan ve dallandigindan helisin arter olarakta
isimlendirilir. Arterler ovaryuma hilustan girerek medulla ve korteks smirinda pleksus
meydana getirir. Bu pleksustan dagilan dallar folikiillerin etrafin1 saran kilcal damar agin
olustururlar (Arinci ve Elhan 2001, Yildirim 2000, Gokmen 2003, Waugh ve Grant 2001,
Standring 2005).

Ovaryum venleri: Ovaryum venleri a. ovarica'lar1 takip ederek birlikte yiikselir ve pleksus
pampiniformis adi verilen vendz ag1 olustururlar. Karin boslugunda v. ovarica dekstra (sag
ovaryan ven) inferior vena kavaya, v. ovarica sinistra (sol ovaryan ven) sol renal vene (v.
renalis sinistra) agilir (Snell 1995, Waugh ve Grant 2001, Standring 2005, Arinci ve Elhan
2001, Yildirim 2000).

Ovaryum lenfleri: Ovaryumlarin lenf damarlar a. ovarica'y1 takip ederler ve L2 (ikinci
bel omuru) seviyesinde nodi lymphatici preaortici ve nodi lymphatici aortici lateralis'lere
acilirlar (Gokmen 2003, Snell 1995, Standring 2005, Arinci ve Elhan 2001, Yildirim
2000).

Ovaryum innervasyonu: Ovaryuma ait sinirler pleksus hypogastricus inferior (ya da
pleksus pelvicus) ve a. ovarica'nin etrafinda yer alan pleksus ovaricus araciligi ile gelir.
Otonom sisteme ait sempatik lifler (n. splanchnicus minor) aracilig: ile, parasempatik
lifleri ise n. vagus araciligi ile gelir (Gokmen 2003, Snell 1995, Arinct ve Elhan 2001,
Yildirim 2000).



1.1.3. Ovaryumun Histofizyolojisi

Ovaryum, diside gamet {iiretilmesi ve steroid yapidaki hormonlarin sentezlenip
salgilanmast fonksiyonlarinin gerceklestigi yerdir. Ovaryumda baslica iki hormon
salgilanir; bunlar &strojen ve progesterondur. Ostrojen i¢ ve dis genital organlarin
biiyiimesinden ve pubertede disi seks karakterlerinin gelisiminden sorumludur. Ostrojen
sentezi oncelikle LH (Luteinizan Hormon) tarafindan uyarilmis teka interna hiicrelerinin
androjen sentezlemesiyle baslamaktadir. Daha sonra granlloza hicreleri FSH (Folikal
Stimulan Hormon)’in etkisiyle {iretilen androjenleri Ostrojene donistirmektedir.
Ostrojenler graniiloza hiicrelerini, prolifere olup folikiiliin boyutunu arttirmak {izere
stimule eder. Progesteron ise basta uterus olmak {izere i¢ genital organlari gebelige, lobiiler

proliferasyonu uyararak da meme bezini laktasyona hazirlar (Ross 2011).

1.1.4. Ovaryumun Histolojik Yapisi ve Folikiillerin Gelisimi

Ovaryum yetiskinlerde 3 cm uzunlugunda ve 1,5-2 cm genisliginde olan badem
seklinde bir organdir (Ovalle ve Nahirney 2013). Yizeyi germinal epitel olarak
adlandirilan tek kath prizmatik veya kiibik epitel ile doselidir. Germinal epitelin altinda
tunika albuginea adi verilen yogun diizensiz bir sik1 (tikiz) bag dokusu bulunur (RosS
2011). Tunika albuginea’nin altinda bulunan korteks bolgesinde ovaryum folikiilleri yer
alir; medulla bolgesi ise gevsek bag dokusu igerisinde zengin bir damar yatagi ve sinirleri
tasir (Cizim 1.1). Puberteden 6nce dizgin olan ovaryum yuzeyi, tUreme déneminde

tekrarlanan ovulasyonlar nedeniyle duzensiz ve skarli olur (Demir 2006).

Tunika ab — Granioza Sekonder Mezovaryum ve kan
unika albuginea oost [ Hi . :
Korieks / Hicreleri Folikil damarian
Dejenere korpus P””??'
luieum (korpus foiikiiter
albikans)
Ch Graaf folikili
Germinal epiel | 95 (a)
Primordiyal s ;
i \ - o
folikuiller \ . e
\

\ =

| s Oosit
| (2

\\ O Zona pellusida

J

has
' N
\,\

1 — Teka Foliki

.

s — Ovule cosit

Ovaryan
igament

Medulla -

Kerena radyaia

Korpus luteum Geligen korpus luteum

Cizim 1.1. Ovaryumun genel gorintusi ve folikilogenez

(http:/lwww.apsubiology.org/anatomy/2020/2020_Exam_Reviews/Exam_5/CH27_Ovarian_Follicles.htm)
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Histolojik olarak ovaryumda 3 temel folikdil tipi tanimlanmistir:

1- Primordiyal Folikul

2- Olgunlasan Folikiil
a- Primer Folikdl (primer unilaminar [p. unilaminar] ve primer multilaminar [p.
multilaminar] folikul)
b- Sekonder Folikl

3- Graaf Folikall (Olgun Folikdl)

1.1.4.1. Primordiyal Folikul
Primordiyal folikiiller, tunika albugineanin hemen altinda gruplar halinde bulunur

ve primer oosit ile oositi saran tek katli yassi folikiil hiicrelerinden meydana gelmektedir
(Cizim 1.2) (Sadler 2010). Primordiyal folikiildeki oosit yaklasik 30 pum ¢apinda kiire
seklinde bir hiicredir. Hafif¢ce eksantrik yerlesmis biiyiik bir niikleusu ve iri bir niikleolusu
bulunur. Sitoplazmasinda golgi kompleksi, endoplazmik retikulum (ER), mitokondriyon ve
lizozom gibi organellerin niikkleusa yakin konumda lokal bir kiime olusturmasiyla Balbiani
cismi olusur. Birbirlerine desmozomlarla baglanmig yassi folikiil hiicreleri ise ER,
mitokondriyon ve lipid damlalart igerir. Folikiil hiicrelerini saran bazal lamina folikiilleri

stromadan ayiran sinir1 olusturur (Ross 2011, Aytekin ve Solakoglu 2009).

Folikiileer hiicreler

Bazal lamina

1ER

Stromal hiicreler

Balbiani
cisimeigi

Cizim1.2. Primordiyal folikil (Ross 2011)



1.1.4.2 .Primer Folikul

Primordiyal folikiillerin gelismesiyle oositte, folikiil hiicrelerinde ve komsu
stromada degisimler meydana gelir. Ik olarak oosit biiyiir ve onu ¢evreleyen folikiil
hiicrelerinin sayis1 artar ve tek tabakali kiibik hale gelir. Bu folikiile unilaminar primer
folikiil denir. Bu asamada primer oosit kendini bir kilif gibi saran zona pelusida yapisini
sentezlemeye baglar. Folikiil hiicrelerinin proliferasyonu ile oositin ¢evresi ¢ok tabakali
folikiil hiicreleri ile ¢evrelediginde multilaminar primer folikiil olusur. Bu asamadan sonra
folikiil hucreleri grantiloza hicreleri olarak isimlendirilir. Stroma htcreleri multilaminar
primer folikll cevresinde organize olarak teka folikiili tabakasini olusturur (Ross 2011,
Gartner ve Hiatt 2007).

Folikul hucreleri

Olusan zona
pellusida

Oosit

Cizim1.3. Primer folikul (Ross 2011)

1.1.4.3. Sekonder Folikul

P. multilaminar folikiil bliylimeye devam ederken folikiil ¢cap1 200 um’nin {izerine
cikar ve graniiloza hiicreleri arasinda folikiil s1visi i¢eren kiigiik bosluklar olusmaya baslar.
Bu haliyle folikiil sekonder folikiil adini1 alir. Folikiil sivisi, plazma bilesenlerini ve
graniiloza hiicreleri tarafindan salgilanan triinleri igerir. Bu iirlinler; glikozaminoglikanlar
ve steroid hormon baglayici proteinler ile progesteron, dstradiol, inhibin, aktivin, follistatin
gibi hormonlardir. Uretilen sivi miktar arttik¢a ici s1vi dolu bosluklar birleserek antrum
denen tek bir boslugu olusturur. Graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu bu asamada FSH’a
bagimli hale gelir. Sekonder folikiil evresinde teka tabakasi icte steroid salgisi yapan
hiicrelerden olusan teka interna ve dista fibroblast benzeri hiicreler iceren teka eksterna
tabakalarina farklanir. Teka interna tabakasinin damarlanmasi oldukg¢a iyidir; hucreleri
steroid lreten hiicrelerin karakteristik 6zelliklerini gosterir ve ¢ok sayida LH reseptdrii

icerir. LH uyaris1 ile teka interna hiicreleri tarafindan sentezlenen Ostrojen Onciilil
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androstenedion graniiloza hiicrelerine aktarilir ve burada aromataz enzimiyle Gstrojene
dontstiirtiliir. Teka interna sekretuvar hiicrelere ek olarak fibroblast ve kollajen lifleri de
igerir. Teka internanin dis kisminda bulunan teka eksternada fibroblast benzeri hiicreler,
duz kas hucreleri ve kollajen lif demetleri bulunur (Ross 2011, Aytekin ve Solakoglu 2009,
Sadler 2010).

Teka
eksterna

Tekaintema {5 LeSSOSe C' Kan daman

Antrum

Oosit

Bazal lamina

Granuloza hacreleri

Kan

damarian Zona pellusida

Cizim1.4.Sekonder folikil (Ross 2011)

1.1.4.4. Tersiyer (Olgun) Folikil (Graaf Folikuli)

Her menstriial siklus donemi sirasinda genellikle bir folikiil digerlerinden daha
fazla biylyerek baskin hale gelirken digerleri yikima ugrar. Normal sartlarda baskin olan
folikdl, folikiler biiylimenin en son asamasina ulasarak ovulasyonu gergeklestirir. Olgun
folikil ya da Graaf folikiilii olarak adlandirilan bu folikiil ovulasyon dncesinde yaklasik 2-
2,5 cm capindadir. Folikiil sivisinin artmasi ile antrum giderek genisler. Oosit, kiimiiliis
ooforus ad1 verilen graniiloza hiicrelerinden olusan bir sap ile folikiil duvarma baglanir.
Ovulasyon esnasinda o00sit ve 00siti ¢evreleyen korona radiata, kiimiiliis ooforustan ayrilir
ve oosit-zonapellusida-korona radiata kompleksi folikiil sivisi i¢inde serbest olarak yiizer.

Primer ve sekonder folikiilde bulunan graniiloza hicreleri sadece FSH reseptorleri
icerirken Graaf folikullerinde bulunan graniloza hiicrelerinde ovulasyon 6ncesinde LH

reseptorleri gelisir. Bu olay ovulasyon sonrasi folikiiliin lUteinizasyonu veya korpus



luteumun gelismesi agisindan 6nemlidir (Ross 2011, Gartner ve Hiatt 2007, Anthony
2013).

Teka

eksterna _leka Grantloza hucreleri
interna

Bazal lamina

Folikuler
siviiceren
antrum

Korona radyata

Kamulus ooforus

Cizim 1.5.Tersiyer folikil (Ross 2011)

1.1.4.5.0vulasyon ve Korpus Luteum Olusmasi

Ovulasyon, sekonder oositin Graaf folikiiliinden salinmasidir. Ovulasyondan sonra
folikiilde kalan graniiloza ve teka hiicrelerinden olusan duvar, derin katlantilar yapar ve
teka internadaki kapilerler folikul limenine akar; bdylece korpus hemorajikum meydana
gelir. Teka internadan saglanan kan ve lenf damarlar1 zengin vaskiiler bir ag olugsmasini
saglar. Stromadaki bag doku folikiiler bosluga goc¢ eder. Graniiloza ve teka interna
tabakasindaki hiicrelerin biiyiikliikleri ve sitoplazmalarinda bulunan lipit damlaciklarinin
miktart artar; hicreler graniloza lutein ve teka lutein hiicrelerine doniisiir. Bu durum
luteinizasyon olarak adlandirilir ve olusan bu yapiya korpus luteum (sar1 cisim) ya da
luteal beze ad1 verilir. Lipit damlaciklarinda bulunan lipokrom pigmenti lutein hicrelerine
sar1 rengini vermektdir. Bu hiicreler steroid yapida salgi sentezledikleri i¢in bol miktarda
graniilsiiz endoplazmik retikulum ve tiibiiler kristali mitokondriyon igerir. Graniiloza lutein
hiicreleri merkezi yerlesimli, daha biiyiik yapida hiicreler iken teka lutein hiicreleri ise daha
kiiclik, yogun boyanan ve periferik yerlesimli hiicrelerdir.

Korpus luteum, progesteron ve Ostrojen salgilar; bu sayede endometriyumun
gelismesini  ve sekretuvar aktivitesini stimule ederken endometriyumu zigotun

implantasyonu i¢in hazirlar (Ross 2011).



1.2. Polikistik Over Sendromu (PKOS)
Polikistik over sendromu iireme ¢agindaki kadinlarda goriilen en yaygin endokrin
bozukluklardan biridir ve anovulatuar infertilitenin esas nedenidir (Joham ve dig 2015).

Ik kez 1884 yilinda, Chereau tarafindan ‘ovaryum morfolojisinde degisim’ olarak
tanimlanmis (Chereau 1844); 1935 yilinda Irving F. Stein ve Michael Leventhal tarafindan
kadinlarda anovulasyon ile iligkili bir sendrom olarak kabul edilmistir. Hastalik yerine
‘sendrom’ ifadesinin kullanilmasi, semptomlar ve bulgular toplulugunun varligi ve tek bir
tani testi olmamasi nedeniyle genel kabul goérmiistiir (Stein ve Leventhal 1935). 2003
yilinda ise The European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) ve
The American Society for Reproductive Medicine (ASRM) tarafindan PKOS igin
‘Rotterdam Consensus Kriterleri’ olarak da bilinen teshis kriterleri olusturulmustur
(Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PKOS Consensus Workshop Group, 2004). Bu
kriterlere goére PKOS teshisi icin; oligo-ovulasyon, biyokimyasal hiperandrojenizm ve
ultrason bulgulariyla degerlendirilen polikistik ovaryum morfolojisi kriterlerinden en az
ikisi bulunmalidir.

Oligo-ovulasyon ve kronik anovulasyon PKOS’ta yaygindir; bunun sonucunda
meydana gelen menstriel dizensizlik PKOS semptomlarindan biri olarak nitelendirilir
(Ehrmann 2005).

PKOS’ta goriilen biyokimyasal hiperandrojenizm testosteron, androstenedion,
dehidroandrostenedion, dehidroandrostenedion silfat ve 17-hidroksiprogesteron gibi
androjenik hormonlarin artan serum konsantrasyonlari ile karakterizedir (Sabuncu ve dig
2003). Ayrica bozulan gonadotropin salinnmiyla iligkili olarak FSH ile kiyaslandiginda
artan LH sekresyonu gézlemlenmektedir (Ehrmann 2005).

Klasik olarak PKOS’da infertilitenin primer sebebi anovulasyondur. Anovulasyona
neden olan LH hipersekresyonu ile infertilite arasindaki iliski sanildigindan daha
komplekstir. LH ayrica bilinmeyen bir mekanizma ile fertilizasyon ve erken gebelik
kayiplar1 ile de iliskili olabilir (Balen ve dig. 1993, Curry ve dig. 1989). Ovulasyon
indiiksiyonundaki ve yardimer iireme tekniklerindeki son gelismelere ragmen PKOS’lu
infertil hastalar hakkindaki gercekler ¢cok fazla degismemistir.

PKOS’a ait histolojik bulgular ultrasonografide en az 8 kigik folikulin (610 mm
capinda) periferal halka olusturmasi seklinde gozlemlenir (Ehrmann 2005, Atiomo ve dig.
2003).



Cizim 1.6. Polikistik over ultrason goruntusi (https://www.permanence.com.au)

PKOS morfolojisine bakildiginda ovaryuma ait kortikal kalinlasma, ¢ok sayida
kistik folikul, luteinize teka interna, stromal hiperplazi ve folikiilogenezin durdugunu
gosteren ¢ok sayida olgunlagmamus folikiil gorilir (Clément ve dig. 2002). Ayrica PKOS
sonucunda; kiiciik folikiillerin artan sayisi, terminal folikiiler blyimenin inhibisyonu,
dominant folikulin seciminde yoksunluk (folikller duraksama) ve folikller apoptoz

defekti gibi foliktlogenezle ilgili birgok anormallik de gorilmektedir.

Polikistik
Ovaryum

Normal

C Folikiil geligimi
durdu

Cok sayida
Ovulasyon olgunlagsmamus folikiil

Cizim 1.7.Normal ve polikistik ovaryumun sematik goriintiisti (HealthyAndNaturalWorld.com)



PKOS basit lokal bir rahatsizliktan ¢ok kronik, sistemik bir hastalik olarak
nitelendirilmistir. Patojenez mekanizmast 1iyi tanimlanamamasina ragmen siklikla
hiperandrojenizm, kronik inflamasyon, oksidatif stres ve insulin direnciyle iliskili
bulunmustur (Murri ve dig. 2013, Zhang ve dig. 2012, Lim ve dig. 2012; DeGroot ve dig.
2011, Moran ve dig. 2010). Ayrica viseral obezite, artan viicut yaglanmasi, Tip II
Diyabetes mellitus, kardiyovaskiler bozukluklar (Hunter ve Sterrett 2000), hipertansiyon,
gebelik-indiiklii hipertansiyon, preeklempsi, gestasyonel diabetes mellitus, diisiik yapma
siklig1 ve erken dogum da PKOS’la iligkili bulunmustur (Boomsma ve dig. 2006, Roos ve
dig. 2011).

1.2.1. PKOS ve Hiperandrojenizm

Hiperandrojenizm polikistik over sendromunun ana Ozelliklerinden biridir.
Hiperandrojenizm gosteren kadinlarin %70-80’ine PKOS teshisi konmustur (Nisenblat ve
Norman 2009).

PKOS’ta hiperandrojenizm ve inflamasyon arasinda gucli bir korelasyon
bulunmaktadir. Doku inflamasyon belirteci olan TNF-a’nin siganlarda androjen sentezini
indiikledigi gosterilmistir (Spaczynski 1999). Diyet-induklu inflamasyonun PKOS’ta direkt
hiperandrojenizmi indiikledigi rapor edilmistir (Gonzalez ve dig. 2012). Ayrica TNF-a, IL-
6 ve Tip-1l TNF reseptortnu kodlayan ¢esitli pro-inflamatuvar belirtegler PKOS’l1a iliskili
bulunmustur (Escobar-Morreale ve dig. 2003, Peral ve dig. 2002, Villuendas ve dig.
2002).

1.2.2.PKOS ve Antimullerian Hormon(AMH)

Mdllerian inhibitor faktor (MIS) olarak da adlandirilan Antimillerian hormon
(AMH) TGF-B ailesinin bir iiyesidir. Ovaryumda granliloza hiicreleri tarafindan tretilir ve
dominant folikil seciminde 6nemli bir role sahiptir (Parahuleva ve dig. 2012). AMH
ekspresyonu primer folikiilden baglayip kiigiik antral folikiile (4 mm ¢apinda) dogru
artarak devam eder; burada en yiiksek seviyeye ulasir ve biiyiik antral folikiile (44 mm
capinda) dogru yavasga kaybolur (Weenen ve dig. 2004). AMH ekspresyonu dominant
folikiil segilmesiyle azalir ve folikiilogenezin FSH-bagimli asamalarinda artik eksprese
edilmez (preovulatuvar folikillerin kiimulls hiicreleri hari¢) (Salmon ve dig. 2004,
Durlinger ve dig. 2002). AMH, menstriiel siklustan bagimsiz olarak en iyi ovaryum rezerv
belirteci olarak kabul edilmektedir (Maheshwari ve dig. 2009, Feyereisen ve dig. 2006
Broekmans ve dig. 2006).
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Cizim 1.8.AMH’1n ovaryum iizerindeki etkisini gosteren sematik model (Dumont ve dig. 2015)

PKOS’da bozulan folikiilogenez sonucunda AMH’1n baslica iiretildigi preantral ve
kiigiik antral folikiillerin sayisinda artig goriiliir (Weenen ve dig. 2004, Bhide ve dig.
2014). Bu sebeple PKOS’lu hastalarda AMH seviyesi normale kiyasla 2-4 kat daha
fazladir (Lie ve dig. 2011, Pellatt ve dig. 2007, Azziz ve dig. 2009) ve tim
populasyonlarda bu sekilde goriilmektedir (Laven ve dig. 2004, Pigny ve dig. 2003). AMH
ile antral folikiil sayis1 arasinda korelasyon oldugundan dolay1 bu hormon PKOS belirteci
olarak kabul edilmektedir (De Vet ve dig. 2002, Broekmans ve dig. 2008, Eilertsen 2012).
[liodromiti ve ark. (2013) serum AMH seviyesi 4,7 ng/mL’den fazla olan kisilere %79,4
spesifite ve %82,8 duyarlilikla PKOS teshisi konulabilecegini ortaya koymustur
(Iliodromiti ve dig. 2013).

Serum AMH ve androjen seviyeleri arasinda pozitif korelasyon vardir ve
androjenlerin fazla Gretilmesi PKOS’ta teka hicrelerinin intrinsik defekti olarak rapor
edilmistir (Laven ve dig. 2004, Pigny ve dig. 2003, Gilling-Smith ve dig. 1994, Carlsen ve
dig. 2009, Eldar-Geva ve dig. 1999). Ayrica PKOS’ta graniloza hucrelerinin LH

reseptoriine sahip olmasi normalden daha hizli olur (Willis ve dig. 1998).

1.2.3.PKOS ve Oksidatif Stres
Oksidatif stres, reaktif oksijen turlerinin (ROS) iiretimi ve temizlenmesi arasindaki
dengenin bozulmasi sonucunda meydana gelir (Pisoschi ve dig. 2015). Vicutta serbest
radikallerin olusumu UV i1sinlari, sigara, alkol gibi ¢evresel faktorlerin yani sira dogal
metabolik yollarla da meydana gelmektedir.
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ROS’u agiga ¢ikaran baglica dogal mekanizma mitokondriyal elektron
transportudur. Mitokondriyon i¢ membrani oksidatif fosforilasyonun gergeklestigi alan
olmast sebebiyle ROS’un en fazla fretildigi yerdir. Bu yiizden mitokondriyonda
gerceklesen oksidatif hasar, hiicresel diizeye gore 16 kat daha fazladir (Jenkins ve Goldfarb
1993, Luft 1994, Wallace 1997). Asirt ROS birikimi huicre (De Bont 2004, Hiraku 2009),
protein (Dalle-Donne 2003, Dalle-Donne 2006) ve lipid (Tezil 2014) hasarmi indiikler.
ROS’un hiicresel lipitler tizerindeki etkisi, lipit peroksidasyonu ile gergeklesir. Lipit
peroksidasyon drlnleri; oksidatif stresin dokularda, serumda ve idrarda Olculebilen
belirtecleridir (Fang ve dig. 2002, Halliwell 2007). Lipit peroksidasyonu, yag asitlerinin
oksidasyonuyla baslar. Hidroperoksitlerin olusumuyla lipit peroksidasyonunun erken
asamas1 gergeklesirken, yikimi ile malondialdehit (MDA) gibi biyoaktif aldehitler
meydana gelir. Murri ve ark. (2013) oksidatif stres belirteci olan MDA’nin PKOS’lu
hastalarda normale gore belirgin artis gosterdigini rapor etmistir (Murri ve dig. 2013).

Oksidatif stres seviyesi obezite, insulin direnci, hiperandrojenizm ve kronik
inflamasyonla anlamli korelasyon gostermistir (Nasiri ve dig. 2015, Savic-Radojevic ve
dig. 2015, Gonz alez ve dig. 2012, Federico ve dig. 2007).
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Cizelge 1.1. PCOS hastalarinda goriilen oksidatif stres belirtegleri (Zuo ve dig. 2016)

Oksidatif stres belirtegleri Olciildiigii kaynak PKOS hastalarimin saghkh

kisilere gore oksidatif stres

seviyesi

Ileri glikozillenmis son iiriin Serum Yiksek
(AGEs)

8-Hidroksideoksiguanozin Serum Diisiik
(8-OHdG)

Protein karbonil Serum Yiksek

Total oksidan kapasitesi Serum Yiksek

(TOS)

Homosistein (Hcy) Serum Yiksek

Prolidaz (PLD) Serum Yiksek

Urik asit Serum Yiksek
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Cizim 1.9.0ksidatif stres ve infertilite arasindaki iliski
(http:/lwww.slideshare.net/ocfertility/polycystic-ovary-syndrome-pcos?next_slideshow=1)
1.2.4. PKOS ve Kronik inflamasyon
Kronik diigiik-dereceli inflamasyon PKOS’un o6nemli bir 6zelligi olarak

degerlendirilir ve PKOS patojenez gelisiminde yer alir (Alanbay 2012, Kebapcilar 2014).
Saglikli bireyler ile kiyaslandiginda PKOS’lu hastalarda; C-reaktif protein (CRP), timor
nekroz faktor (TNF), interlokin-6 (IL-6), interlokin-18 (IL-18), monosit kemotaktik
protein-1(MCP-1) ve akut faz serum amiloid A (APSAA) gibi inflamatuvar belirtecglerin
arttig1 gosterilmistir (Repaci 2011, Diamanti-Kandarakis 2006, Gonz alez 2012, Gonz alez
2009).

Cesitli organlardaki fibrotik siireglerin farkli etiyolojisi olmakla birlikte fibrosis
tipik olarak kronik kalici inflamasyondan koken alir. Hu J. ve ark. (2004) PKOS
hastalariin saglikli bireylere gore daha yiiksek serum TGF-B1 seviyesine sahip oldugunu
ve bunun da fibroziste 6nemli rol aldigini belirtmistir (Schiller ve dig. 2004, Schaafsma ve
dig. 2011, Hu ve dig. 2004). Buna dayanarak PKOS’ta hiperfibrozisin gelistigi

desteklenmektedir.
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1.2.5.PKOS, Oksidatif Stres ve Kronik Inflamasyon

Oksidatif stres ve inflamasyon arasinda siki bir baglanti oldugu kabul edilmistir ve
inflamasyonu oksidatif stresten tamamen ayirt etmek zordur; genellikle birbirlerine eslik
ederler (Siti 2015). Reaktif oksijen turlerinin; nlklear faktor-kB (NF- kB), aktif protein-1
(AP-1) ve hipoksi ile indiiklenen faktor (HIF-1) ile iliskili sinyal yolaklarini aktive ederek
inflamatuvar faktor salimimini ve inflamatuvar cevabi indiikledigi gosterilmistir (Touyz

2005).

1.3.Resveratrol

Resveratrol (3,5,4-trihidroksystilben), molekul formdli Ci4H1203, molekiil agirlig:
228,25 dalton olan ¢esitli bitkiler tarafindan bakteri ve mantar gibi patojenlere karsi
fitoaleksin olarak salinan dogal bir polifenoldiir. Bu biyoflavonoid en ¢ok siyah Gzum
kabugunda bulunmakla beraber {liziimiin meyvesinde ve yaprak saplarinda, koklerinde,
cekirdeginde, yerfistiginda, yaban mersininde, dut meyvesinde ve oryantal tibbi bir bitki

olan "Polygonum cuspidatum™ bitkisinin kok ve govdesinde bulunur (Burkitt ve dig. 2000).

OH

HO N

OH

Cizim 1.10.Resveratroliin kimyasal yapis1 (https://en.wikipedia.org/wiki/Resveratrol)

Epidemiyolojik ¢alismalar resveratroliin ‘Fransiz paradoksuna’olan etkisine dikkat
cekmistir. Doymus yagca zengin diyetlerine ragmen yiiksek miktarda kirmizi sarap
tiketmeleri ve diisiik kardiyovaskiiler rahatsizliklar ile wuzun yasam siiresinin

gOzlemlenmesi bu paradoksu olusturmaktadir (Liu ve dig. 2007).
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Son on yilda resveratroliin tedavi edici Ozellikleri {izerine olan ilgi oldukca
artmistir. Resveratroliin anti-inflamatuvar, anti-oksidant, anti-proliferatif, pro-apoptotik ve
anti-kanser etkileri bulunmaktadir (Carter ve dig. 2014, Langcake ve dig. 1979, Pervaiz ve
Holme, 2009). Insan hiicre kiiltiirinde resveratroliin hiicre biiyiimesi, apoptoz ve
inflamasyon gibi ¢oklu yolaklari modiile ettigi tespit edilmistir (Athar ve dig. 2007).
Bunlarin yani sira in vitro ve in vivo hayvan modellerinde kimyasallarin zararli etkilerini
Onleyici (Baribeau ve dig. 2014), iskemi-reperfiizyon hasarinda, norodejeneratif (Saleh ve
dig. 2014), metabolik ve kardiyovaskiler hastaliklarda (Csiszar 2011) koruyucu etkileri
gosterilmistir. Ancak resveratroliin tireme fonksiyonu ve ovaryum gibi lireme organlari

lizerine potansiyel yararl etkileri hakkinda bilgiler ¢ok kisithidir.

1.3.1.Resveratroliin Etki Mekanizmasi

1.3.1.1. Sirtuinlerin Aktivasyonu
Resveratrol birgok hiicresel hedefle etkilesime girmesine ragmen ¢ogu etkisi SIRT1

(Sessiz bilgi dizenleyici 1, Sirtuin)’i aktive etmesine dayanir (Borra ve dig. 2005). SIRT1,
nikotinamid adenin dindkleotid (NAD+)-bagimli histon asetilazdir ve ilk kesfedilen
aktivitesi kalori kisitlamasi yapilan mayalarda artan yasam siiresine aracilik etmesidir
(Guarente ve Picart 2005).

Memeli hiicrelerinde SIRT1; p53, FOXO1, PGC-1, karaciger X reseptorii ve
hipoksiyle uyarilabilir faktor-2 (HIF-2) gibi birgok hedefi deasetile ederek enerji
homeostazi, lipid metabolizmasi, gen susturma, genomik stabilite ve DNA onarimi gibi
birgok onemli hiicresel suregte yer alir (Qiang ve dig. 2011, Wilking ve dig. 2014, Lee ve
Goldberg 2013). Ayrica inflamasyon, karsinogenez, metabolizma modiilasyonu gibi ¢esitli
patofizyolojik olaylarda anahtar rol oynamaktadir (Howitz ve dig. 2003, Kojima ve dig.
2008, Ford ve dig. 2005).

SIRT1 ¢esitli hiicre tiplerinde inflamasyon gibi ¢esitli biyolojik fonksiyonlar
tizerinde inhibitor etki gosterir. Ornegin; aktive olan SIRT1, NIH/3T3 fibroblastlarinda
TNF-a indUklu inflamasyonu inhibe eder (Zhu ve dig. 2011). SiRNA-aracili SIRT1’in
susturulmast TNF-a uygulanan 3T3-L1 adipositlerinde inflamatuvar sitokinlerin
ekspresyonunu arttirir (Yoshizaki ve dig. 2009). Farelerde karaciger-spesifik SIRT1
susturuldugunda, asir1 yag igeren besinler, hepatik steatosisi ve inflamasyonu indikler
(Purushotham ve dig. 2009, Pfluger ve dig. 2008). SIRT1, NF-«B’ nin RelA/p65 alt
unitesini deasetile ederek pro-inflamatuvar sitokinlerin Uretimini baskilar ve NF-xB
aktivitesini inhibe eder (Yeung ve dig. 2004). Ayrica resveratroliin NF-«xB transkripsiyon
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aktivitesini bloke ederek anti-inflamatuvar etki gosterdigi de belirtilmistir (Zhu ve dig.
2011, Jang ve dig. 1997, Leonard ve dig. 2003, Manna ve dig. 2000, Holmes-McNary ve
Baldwin 2000). Bunlarin disinda SIRT1, enerji ve glukoz homeostazinda yer alan ¢esitli
proteinleri deasetile eder.

Ovaryumda SIRT1, folikiiler gelisimin ¢esitli evrelerindeki oositte ve granuloza
hlcrelerinin nikleusunda eksprese edilir. Sirtuinler oksidatif strese ve ovaryan yaslanmaya
kars1 hiicresel koruma saglar ve oositleri yaslanmaya bagli zarara karsi korur (Tatone ve
dig. 2015). Resveratrol uygulamasi ile graniiloza hiicrelerinde SIRT1-mRNA ekspresyonu
ve SIRT1’in deasetilasyon etkisi artmaktadir; boylece luteal faz eksikliginde potensiyal
olarak yararli olabilir (Morita ve dig. 2012). Buna ek olarak SIRT1, domuz ovaryumunda
folikiiler atrezi sirasinda graniiloza hicre apoptozunun dizenlenmesinde 6nemli rol
oynayabilir (Zhao ve dig. 2014).

1.3.1.2. AMPK’nin Aktivasyonu

Glikoz tasiyicisi (GLUT)-4 translokasyonunun ve artan glikoz aliminin,
resveratroliin AMPK aktivasyonu araciligiyla oldugu rapor edilmistir (Sang ve dig. 2009).
SIRT1 ve AMPK arasinda iki yonlii etkilesim bulunmaktadir ve bu da ortak aktivasyona
yol agmaktadir (Salminen ve dig. 2011, Lan ve dig. 2008). Sirtuinlerden olan SIRT1 ve
SIRT3, glikoz ve lipid metabolizmasinin diizenleyicisi olarak bilinmektedirler. Onlarin
aktivasyonu AMPK tarafindan aktive olan ayn1 yolakta bulusur (Canto ve Auwerx 2009),
artan mitokondriyal biyogenez ve yag asidi oksidasyonuyla sonuglanir. Sirastyla AMPK ve
SIRT1 bu mitokondriyal biyogenezde esas dizenleyici olan PGC-la’nin downstreami
Uzerinde etki gosterir. Tip Il diabetes mellitus gibi lipid ve glikoz metabolizmasinin

bozuldugu hastaliklarda AMPK ve sirtuin modiilatorleri tedavide kullanilabilir.
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Cizim 1.11.SIRT1 ve AMPK arasindaki iligki (Kim ve He 2013)

1.3.1.3.NF- kB'nin inhibisyonu
Niklear faktor-xB (NF- xB), transkripsiyon faktorleri ailesidir ve karsinogenezde,

hiicre proliferasyonu ve farklilanmasinda kritik rol oynamaktadir (Karin ve dig. 2002).
Resveratroliin timor nekroz faktorl indikliyerek NF- B aktivasyonunu engellemesi,
onun anti-inflamatuvar, anti-proliferatif ve anti-karsinojenik etkileriyle alakalidir (Manna
ve dig. 2000).

Domuz ovaryan granuloza hiicrelerinde NF- kB/p50 ve NF- kB/p65 alt tinitelerinin
varligt ve SIRT1’in, FSH/NF- kB sisteminde negatif geri bildirim kontrolii sagladig: rapor
edilmistir (Pavlova ve dig. 2013). Bu nedenle ovaryumda SIRT1 ve NF-kB arasinda
karsilikli iligski oldugu bilinmektedir.

1.3.2.Resveratroliin Ovaryum Uzerindeki EtKisi

Hiicre tipine bagli olarak resveratroliin hem pro-apoptotik (Harati ve dig. 2015, Wu
ve dig. 2015 ) hem de anti-apoptotik (Singh ve dig. 2011, MacCarrone ve dig. 1999) etki
gosterdigi  gorilmiistir. Wong ve ark. (2010), teka-interstisyel hiicre kultiriinde
resveratroliin apoptoz Uzerine etkilerini arastirmistir; resveratrolin DNA fragmentasyonu
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ve kaspaz-3/7 aktivasyonu ile konsantrasyon-bagimli apoptozun artisini indiikledigi
gosterilmistir. Ayrica resveratroliin teka-interstisyel hucrelerde apoptozla paralel olarak
nliklear biiziisme, kondanse kromatin, hiicre iskeleti degradasyonu ve fragmentasyonu gibi
zaman ve konsantrasyon bagimli morfolojik degisiklikleri indiikledigi rapor edilmistir
(Wong ve dig. 2010). Teka-interstisyel hicrelerin proliferasyonu Uzerine resveratrol
indikld inhibitor etki, vaskiiler diiz kas hiicreleri (Guo ve dig. 2014), kardiyomyoblast
(Leong ve dig. 2007) ve hepatik stellat (Souza ve dig. 2008) hiicreleri gibi diger
mezenkimal hiicreler iizerinde de gosterilmistir.

Resveratrol graniiloza hiicrelerinde, teka-interstisyel hiicrelerinde gosterdiginden
cok farkli bir etki gostermektedir. Ozellikle graniiloza hiicrelerinde resveratrol, DNA
sentezi Uzerinde bifazik etki gosterdigi ve diisiik konsantrasyonu timidin inkorporasyonunu
arttirirken, yliksek konsantrasyonunun azalttigi rapor edilmistir. Dahasi, resveratrol canli
graniiloza hiicre sayisi iizerinde uyarici etki gostermektedir (MacCarrone ve dig. 1999). Bu
etki teka-interstisyel hiicrelerdeki bulgularla zit diismektedir (Wong ve dig. 2010). Cunkd
resveratrol, teka-interstisyel hiicrelerde proliferasyon Uzerinde potansiyel inhibitor etki
gostermistir. Ayrica resveratroliin granuloza hiicrelerinde kaspaz-3/7 aktivitesini azalttig:
ve hiicre morfolojisine etki etmedigi rapor edilmistir. Bu etkiler resveratroliin teka-
interstisyel hticrelerdeki potansiyel proapoptotik etkisiyle de keskin bir zithik
olusturmaktadir. Bu etkiler 1s18inda resveratroliin hiicre biylimesi ve apoptoz Uzerindeki
etkileri, tamamen inhibittr degildir ve maruz kalma siiresi, konsantrasyon ve hiicre tipi gibi
cesitli faktorlere bagl olarak degismektedir (Ortega ve Duleba 2015).

Resveratrolin graniiloza hiicrelerindeki diger ©nemli etkisi ise ovaryan
folikiilogenezinde énemli rol oynayan ve anjiyogenez ile vaskiiler devamliligin potansiyel
indiktort olan VEGF (Vaskiler endotelyal buyiume faktor() Gzerine etkisidir (Araujo ve
dig. 2013). Polikistik ovaryumlarda artan stromal kan akimi ile VEGF’in fazla eksprese
edilmesinin baglantili oldugu gosterilmistir (Kamat ve dig. 1995). Buna ek olarak VEGF,
ovaryan hiperstimulasyon sendromu (OHSS) gibi patofizyolojik olaylarda énemli bir
aracidir. OHSS, belirgin ovaryum genislemesi ve damar igindeki sivinin damar digina
¢ikmasi ile karakterizedir. PKOS’lu kadinlar gelisen OHSS riski tasimaktadir. Daha 6nce
yapilan ¢alismalar, resveratroliin sigan (Ortega ve dig. 2012) ve domuz (Basini ve dig.
2010) grantloza hucreleri ile birgok insan kanser hiicre hatlarinda (Yang ve dig. 2011, Yu
ve dig. 2010) VEGF ekspresyonunu azalttigin1 gdstermistir. Bu sayede resveratroliin; asiri

VEGF aktivitesiyle iliskili olan OHSS, anormal anjiyogenez ve endometriyozis gibi
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jinekolojik bozukluklarda tedavi amagli uygulanabilecegi gosterilmistir (Ortega ve Duleba
2015).

Resveratrolin, ROS Uretimini  azaltarak oositi  metil-glikoksal indikli
sitotoksisiteden korudugu rapor edilmistir (Liu ve dig. 2013). Ayrica siganlar {izerinde
yapilan bir ¢alismada, resveratrolun farkli yas gruplarindaki etkisi degerlendirilmis ve total
oosit sayisini arttirdigi, atretik folikiil sayisin1 azalttigi, primordiyal folikiilin gelisen
folikiile aktive olmasini ve apoptozu engelledigi gosterilmistir (Kong ve dig. 2011).
Domuz ovaryumu ile yapilan ¢alismaya gore resveratrol, kucik antral folikillerde enerji
homeostazi ile oositteki ATP igerigini arttirmakta ve in vitro SIRT1 aktivasyonu ile de
oosit biiylimesini iyilestirmektedir (Itami ve dig. 2015). Ayrica resveratroliin domuz
oositlerini in vitro yaslanmaya kars1 korudugu ve ig ipligi defekti ile kromozomlarin yanlis

dizilim sikligin1 azalttig1 rapor edilmistir (Ma ve dig. 2015).

Oksidatif stres Insiilin direnci

RES Sistemik inflamasyon N y Hiperinsilinemi RES
N
7 N\
<4
Endotelyal disfonksiyon Tekal hiperplazi

RES Dislipidemi 1' Androjen sentezi RES

Kardiyovaskiler Hiperandrojenizm
RES bozukluklar Anovulasyon RES

Cizim 1.12.PKOS tedavisinde resveratroliin kullanimi (Ortega ve Duleba 2015)[Yukar1 ok: artist,
kesintisiz ok: neden-sonug iliskisini, kesintili ok: Onerilen yolagi, T sembolii: inhibisyonu isaret
etmektedir].

1.3.2.1.Resveratrol ve PKOS
PKOS’ta oldugu gibi, insiilin seviyesi ve oksidatif stresteki artis da teka-interstisyel

hiicrelerin hiperplazisine yol acabilmektedir (Ortega ve Duleba 2015). Onceki in vitro
caligmalar insiilinin teka-interstisyel hicrelerde sadece blyimeyi uyarmakla (Duleba ve
dig. 1997) kalmayip, ayn1 zamanda bu hiicreleri apoptozdan korudugunu (Spaczynski ve
dig. 2005) gostermistir. Baz1 biyolojik sistemlerde kesin mekanizma net olarak bilinmese

de resveratrollin instlin duyarliligini iyilestirdigi gosterilmistir (Haohao ve dig. 2015).
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Insiilin uygulanan teka-interstisyel hiicre kultiriinde resveratrol, insulinin indiikledigi
hicre proliferasyonuna zit etki gostermis ve insdlinin anti-apoptotik etkilerini
konsantrasyon bagimli kaspaz-3/7 aktivitesini arttirarak yok ettigi rapor edilmistir (\Wong
ve dig. 2010). Resveratroliin teka-interstisyel hicrelerdeki insulin sinyal yolaklar1 igin
modulator olarak gorev yapmasi, PKOS’ta goriilen insulin direnci/hiper-insulinemi ve
teka-interstisyel hiicre hiperplazisi gibi patolojik olusumlarla klinik olarak da
ortiismektedir (Ortega ve Duleba 2015).

Teka hucreleri, Urettikleri androjenlerin grantiloza hiicrelerinde aromataz enzimi
sayesinde 0Ostrojene donlismesi nedeniyle ovaryan steroidogenezinde Onemli rol
oynamaktadir. Onceki c¢aligmalarda resveratroliin sican Leydig (Li ve dig. 2014) ve
adrenokortikal hiicreleri (Supornsilchai ve dig. 2005) gibi diger hormon Ureten hiicre
tiplerinde steroidogenezi inhibe ettigi gosterilmistir. Resveratrol, teka-interstisyel
hicrelerin androjen biyosentez yolaginda gorevli enzim olan Cypl7al’in ekspresyonunu
inhibe ederek androjen tretimini engellemektedir (Ortega ve Duleba 2015).

PKOS hastalarinda insiilinle uyarilmis glikoz alim1 SIRT1 ve SIRT3’{in azalan gen
ekspresyonuyla iliskilidir ve bu da PKOS’lu hastalarda tip 2 diyabet riskinin arttigini
gostermektedir (Skov ve dig. 2007, Covington ve dig. 2013).

In vitro ve in vivo bulgular gostermistir ki resveratrol PKOS’ta oldugu gibi teka-
interstisyel hiicre hiperplazisi, asir1 androjen firetimi ve degisen graniloza hicre
fonksiyonu gibi durumlarda klinik agidan 6nemli olabilir. Kritik olarak 6nemli ancak halen
cozilmeyen durum ise resveratrolin klinik denemelerde uygun dozunun segilmesidir.
Resveratrol konsantrasyonunun si¢an teka-interstisyel hicrelerinde hem proliferasyonu

hem de androjen Uretimini inhibe etmesi gerekmektedir.

1.3.3. Resveratrol ve Antioksidan Mekanizma
Resveratroliin dogal antioksidan etkisini; ROS artiginin azalmasi, mitokondriyonda

olusan siiperoksit radikallerin temizlenmesi ve fenton reaksiyon iiriinleri tarafindan
indiiklenen lipid peroksidasyonunun inhibe olmasi seklinde 3 farkli mekanizma {izerinden
gerceklestirmektedir (De la Lastra ve Villegas 2007). Ayrica resveratrol, SOD ve katalaz
gibi hucresel antioksidan sistemlerini arttirir ve mitokondriyonda lokalize olan nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat oksidaz (NADPH) enzim aktivitesini ve ekspresyonunu inhibe
eder (De la Lastra ve Villegas 2007, Xia ve dig. 2010). Bunlara ek olarak resveratroliin
metal iyonlar1 tutup onlarin ROS ile reaksiyonunu engelleyip antioksidan gorevi gordiigii

rapor edilmistir (Giil¢in 2010).
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Resveratrol in vitro kosullarda potansiyel antioksidan etki gostermemesine karsin,
canli organizmada etkili bir antioksidan oldugu bildirilmistir (Mukherjee ve dig. 2010).
Resveratroliin kalp, beyin ve bdbrekteki iskemi/reperfizyon kosullarinda oksidatif stresi
azalttig1 (Cadenas ve Barja 1999, Hattori ve dig. 2002) ve karacigerde SOD, CAT ve GPx
antioksidan enzim aktivitesini arttirdigi gosterilmistir. Resveratroliin ¢esitli patolojik
durumlarda; izole sigan hepatositlerinde (Yang ve dig. 2005), etanol-uygulanan
(Kasdallah-Grissa ve dig. 2007); safrasi tikanmis, (Cenesiz ve dig. 2007); CCl, karaciger
hasar1 olan (Dani ve dig. 2008, Rivera ve dig. 2008); asir1 yagl beslenen (Bujanda ve dig.
2008) ve iskemi/reperfiizyon hasari yapilan si¢anlarda (Gedik ve dig. 2008, Hassan-
Khabbar ve dig. 2008), antioksidan enzimleri arttirdigina dair ¢alismalar bulunmaktadir.
Ayrica resveratroliin ndronlarda radyasyona bagli olusan ROS, oksidatif stres ve apoptoz

artisini, SIRT1 proteini aktivasyonu yolu ile azalttigi gosterilmistir (Li ve dig. 2014).

1.3.4. Resveratrol ve Kardiyoprotektif Etkisi
Resveratroliin kardiyoprotektif etkisi birgcok sinyal yolaklari tizerinden gerceklesir;

SIRT1 ve AMPK aktivasyonu ve fosfodiesteraz inhibisyonu ile damar fonksiyonunu
diizenler ve ateroskleroz, oksidatif stres ve apoptozu azaltarak kardiyak hipertrofi ve kalp
yetmezliginde iyilestirici etki gosterir. Diger taraftan resveratroliin SIRT1 aktivasyonu ile
anjiyogenez gelisimini saglayarak oksidatif stresi azalttigi ve iskemi/reperfiizyon hasarini

hafiflettigi gosterilmistir (Chung ve dig. 2012).

1.3.5. Resveratrol ve Noroprotektif Etkisi
Deneysel hayvan modelleri ve insanlarda yapilan ¢alismalarda resveratroliin

Alzheimer, Parkinson, Huntington ve epilepsi hastaliklarinda antioksidan 6zellik ve SIRT1

aktivasyonu yolu ile néroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir (Albani ve dig. 2010).

1.3.6. Resveratrol ve Antikanser Etkisi
Tumor dokusunda resveratrolun, hiicre siklusunun dizenlenmesi, apoptoz, timor

invazyonu ile anjiogenezinin inhibisyonu, inflamasyonun énlenmesi, adenozin monofosfat-
aktifleyici protein kinaz (AMPK) aktivasyonu ve ROS’un temizlenmesi gibi g¢esitli
mekanizmalar Uzerinden antikanser etki gosterdigi bildirilmistir (Kondratyuk ve dig.
2011). Resveratroliin meme, kolon, pankreas, mide, prostat, ovaryum, karaciger, akciger ve
serviks kanseri ve melanom gibi ¢esitli kanserlerin proliferasyonunu baskiladigi da

gosterilmistir (Aggarwal ve dig. 2004, Nobili ve dig. 2009).
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1.4. Metformin
Metformin (1,1-dimethylbiguanide hydrochloride) kristal yapida, molekiil formuli

C4H11Ns.HCI ve molekil agirligi 165,63 olan bir maddedir (Dumitrescu ve dig. 2015).
Metformin oral anti-hiperglisemik bir ilagtir. Ilk olarak 1995°te tip Il diyabet tedavisinde
kullanilmaya baslanmis olup ginimuzde bu uygulamaya devam edilmektedir (Kai ve dig.
2015).

Cizim 1.13.Metforminin kimyasal yapisi (https://en.wikipedia.org/wiki/Metformin)

In vitro yapilan ¢alismalar metforminin etkisini AMPK’y1 aktive edebilmesi
tizerinden gergeklestirdigi tizerinde durmustur. AMPK, hiicrelerin AMP/ATP durumunu
gbzlemleyen ve enerji sensorii olarak gorev yapan pleiotropik heterodimerik protein
kinazdir (Corton ve dig. 1994, Zhou ve dig. 2001); aktivasyonu endojen glikoz Gretimini
baskilar ve lipid metabolizmasini diizenler (Zhou ve dig. 2001). Ayrica AMPK
aktivasyonu ile kolesterol sentezi, protein sentezi, hicre buyimesi ve proliferasyonunun
azaldig1 rapor edilmistir (Zhou ve dig. 2001). Stres kosullar1 altinda da anabolik, ATP-
tliketen biyosentetik yolaklari bloke eder (Viollet ve dig. 2007, Boyle ve dig. 2010).

PKOS patojenezinde instlin direnci énemli etmenlerden biri oldugundan dolayi
PKOS hastalarinda insiilin duyarlastirict ajanlar uzun zamandir kullanmilmaktadir. Insiilin
duyarlastirict olarak kullanilan metforminin viicut agirliginin azalmasina, ovulasyonun
dizenlenmesine, hamilelik oranmin artmasi ile hamilelik komplikasyon sayisinin
azalmasma yardimci oldugu rapor edilmistir (Bargiota ve Diamanti-Kandarakis 2012,
Ladson ve dig. 2011, Diamanti-Kandarakis ve dig. 2006, Palomba ve dig. 2005).
Metforminin hepatik glukoneogenezi inhibe ederek glikoz ve insilin metabolizmasini
dizenledigi cok iyi bilinmesine ragmen ovaryum fonksiyonunu nasil iyilestirdigi hususu
halen net degildir (Stumvoll ve dig. 1995). Onceki calismalar PKOS tedavisinde

metforminin, daha ¢ok insiilin duyarlastirici veya steroidogenez iizerine olan etkileri
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Uzerinde durmustur (Nestler ve dig. 1996, Tosca ve dig. 2007, Attia ve dig. 2001).
Metforminin hiperandrojenizm uzerine olan etkisinin; karaciger tarafindan tiretilen SHBG
(seks hormon baglayict globulin) yapiminmi arttirarak dolasimdaki serbest testosteron
seviyelerini azaltmasi sonucu sagladig bildirilmistir. Ayn1 zamanda sitokrom P450c17X
aktivitesinin etkisini kisitlayarak, adrenal androjen iiretimini diizenledigi ve ovaryan
androjen iretimini azalttigi da gosterilmistir (Barbieri 2003, Jakubowicz ve dig. 2002).
PKOS’lu hastalarda yapilmis bir ¢alismada, metformin kullanan hastalarin endometriyal
proliferasyonunda azalma oldugu ve dolasimdaki Ostrojen miktarinin normal seviyelere
distiigi gosterilmistir (Legro ve dig. 2007). Benzer bir sekilde Randolph JF Jr. ve
ark.(1987) ise metforminin PKOS’lu hastalarda hiper-insulineminin neden oldugu
aromataz enzim ve lokal ostrojen artisina bagl olarak endometriyal hiperplaziyi ve kanseri
onledigi gosterilmistir (Randolph JF Jr. ve dig. 1987).

Metformin ile ilgili son zamanlarda yapilan ¢alismalar AMPK aktivasyonuyla
iliskili olan anti-proliferatif mekanizma tizerinde durmustur (Ning ve dig. 2010, Tosca ve
dig. 2010). PKOS’ta gorilen teka-interstisyel hicre hiperplazisinde metforminin, AMPK
aktivasyonu yoluyla androjen dreten hicrelerin kontroliinii saglayabilecegi bildirilmistir
(Martin ve Marais 2012).

Metforminin yan etkileri seyrek olmasina ragmen, hastalarda %30’a kadar varan
oranda ishal, kramp, bulanti ve kusma gibi gastrointestinal semptomlar gorildiigi ve
uygulanmasinin birakildig: rapor edilmistir. Bu nedenle metforminin uygulanmasi gereken

dozun azaltilacagi yeni stratejiler gelistirilmelidir (Okayasu ve dig. 2012).
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2.AMAC

PKOS, iireme ¢agindaki kadinlarda en yaygin goriilen endokrin-metabolik fonksiyon
bozuklugudur (Kousta ve dig. 2005). PKOS patojenezi kesin olarak tanimlanamamakla
birlikte hiperandrojenizm, oksidatif stres ve inflamasyon temel nedenleri arasinda
gosterilmektedir (Murri ve dig. 2013, Zhang ve dig. 2012, Lim ve dig. 2012, DeGroot
2011, Moran ve dig. 2010). Teka hiicreleri, Urettikleri androjenlerin grantiloza hiicrelerinde
aromataz enzimi sayesinde 0Ostrojene doniismesi nedeniyle ovaryan steroidogenezinde
onemli rol oynamaktadir. PKOS’lu hastalarda teka-interstisyel hucre hiperplazisi
gerceklesmekte ve  bunun  sonucu  olarak  hiperandrojenizm  olugmaktadir.
Hiperandrojenizmli kadmlarin %70-80’ine PKOS teshisi konulmustur (Nisenblat ve
Norman 2009). Ayrica PKOS’lu hastalarda oksidatif stres belirteglerinin saglikli bireylere
gore belirgin bir artis gosterdigi (Murri ve dig. 2013) ve diistik-dereceli kronik
inflamasyonun PKOS’un patofizyolojik mekanizmas: igerisinde yer aldigi rapor edilmistir
(Kelly ve dig. 2001, Boulman ve dig. 2004, Xiong ve dig. 2011). Buna ek olarak
PKOS’lu hastalarda C-reaktif protein (CRP), timor nekroz faktor (TNF), interlokin-6 (IL-
6), interlokin-18 (IL-18), monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1) ve akut faz serum
amyloid A (APSAA) gibi inflamatuvar belirteclerin saglikli bireylere gore arttigi da
gosterilmistir (Repaci 2011, Diamanti-Kandarakis ve dig. 2006, Gonz'alez 2012,
Gonz'alez ve dig. 2012, Gonz alez ve dig. 2009).

Resveratrol (3,5,4 trihydroxystilbene), bakteri ya da mantar gibi patojen saldirilarina
kars1 ¢esitli bitkiler tarafindan fitoaleksin olarak sentezlenen dogal bir polifenoldiir. SIRT1
aktivatorii olan bu biyoflavonoid dut, fistik, {iziim ve dolayisiyla kirmiz1 sarapta dogal
olarak bulunur (Baur ve Sinclair 2008). Resveratroliin anti-karsinojenik, anti-oksidant,
anti-inflamatuvar, kardiyoprotektif ve ndroprotektif etkileri bulunmaktadir (Nassiri-Asl ve
Hosseinzadeh 2009, Yousuf ve dig. 2009). Rubiolo ve ark., resveratrol uygulamasinin
kilturdeki oksidatif strese maruz kalan hepatositleri antioksidan enzim aktivitesini
arttirarak etkili bir sekilde korudugunu rapor etmistir (Rubiolo ve dig. 2008). Shin ve ark.,
resveratrol uygulamasinin in vitro karaciger hiicrelerinde apoptozu, ROS iiretimini ve
glutatyon antioksidan enzim miktarinin azalmasini 6nledigini gostermistir (Shin ve dig.
2009). Bununla birlikte resveratroliin farkli yolaklara sahip ©nemli bir antioksidan
kapasitesi bulunmaktadir. Resveratrol SIRT1 aktivatoriidir ve SIRT1’in ¢esitli hiicre
tiplerinde inflamasyonu baskilayic1 etkileri goriilmiistiir. Ornegin; aktive olan SIRTL,
NIH/3T3 fibroblastlarinda TNF-o indiiklii inflamasyonu inhibe etmistir (Zhu ve dig. 2011).
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TNF-o uygulanan adipositlerde SIRT1 geninin susturulmasi inflamatuvar sitokinlerin
ekspresyonunda artiga neden olmustur (Yoshizaki ve dig. 2009). Karaciger-spesifik SIRT1
geninin susturuldugu farelerde ylksek-yagli diyet hepatik inflamasyonu indiiklemistir
(Purushotham ve dig. 2009, Pfluger ve dig. 2008). Bunun yami sira SIRTI, kronik
obstriiktif pulmoner hastalik ve kolit gibi kronik inflamasyon hastaliklarinda inhibitor etki
gostermistir (Singh ve dig. 2010). SIRT1’in pro-inflamatuvar sitokinlerin Uretimini
baskiladig1 ve NF-«kB aktivitesini inhibe ettigi de rapor edilmistir (Yeung ve dig. 2004).
Resveratrol bazi kanser hiicre hatlarinda ve primer hiicre kiiltiirii sistemlerinde anti-
proliferatif ve pro-apoptotik etkiler gostermistir (Athar ve dig. 2009, Wong ve dig. 2010).
Ayrica resveratrol PKOS’lu hastalarda da goriilen teka-interstisyel hiicre buylmesini,
DNA sentezini azaltarak ve pro-apoptotik faktdrlerin indiklenmesini azaltarak inhibe
etmistir (Wong ve dig. 2010). Duleba ve ark. orta dereceli oksidatif stresin teka-interstisyel
hicre proliferasyonunda uyarict etki gosterdigini ve buna karsin antioksidanlarin teka-
interstisyel hiicre biylmesini inhibe ettigini gostermistir (Duleba ve dig. 1997). Ortega ve
ark. resveratroliin; simvastatinin in vitro teka-interstisyel hiicrelerdeki androsteron ve
androsteneidon Gretimindeki inhibitdr etkisini arttirdigini rapor etmistir (Ortega ve dig.
2014). Resveratrol granlloza hiicrelerinde ise anti-apoptotik etki gostermistir (Ortega ve
Duleba 2015).

Metformin, Tip II diyabet tedavisinde kullanilan antihiperglisemik bir ilagtir (Essah
ve dig. 2006). Bu ilacin PKOS tedavisinde de yararli oldugu kanitlanmistir. PKOS’Iu
hastalarla yapilan klinik ¢aligmalarda metforminin menstrliel siklusu diizenledigi,
hiperinsiilinemiyi iyilestirdigi ve hiperandrojenemiyi azalttig1 gosterilmistir (Essah ve dig.
2006, Moghetti ve dig. 2000). Ancak metformin kullanan hastalarin % 30’a varan oranda
gastrointestinal semptom gdstermesi ve PKOS i¢in tam anlamiyla etkili bir tedavi yontemi

olmayis1 aragtirmacilart yeni arayiglara sokmugtur.

Metforminin, glikoz metabolizmas1 ve insilinin duzenlenmesindeki etkilerini
hepatik glikoneogenezisi inhibe ederek gerceklestirdigi bilinmesine ragmen ovaryum
fonksiyonunu iyilestirmedeki mekanizmasi halen net degildir (Stumvoll ve dig. 1995).
Onceki ¢alismalarda metforminin PKOS tedavisinde insiilin duyarlastiric1 etkisine ya da
steroidogenez (zerine etkisine bakilmistir (Nestler ve Jakubowicz 1996, Attia ve dig.
2001). Giiniimiizdeki in vitro ¢alismalar ise metforminin AMPK aktivasyonuyla iligkili
anti-proliferatif etkileri tizerinde yogunlasmaktadir (Ning ve Clemmons 2010, Tosca ve

dig. 2010). AMPK hiicre ve tiim viicutta enerji metabolizmasinda anahtar diizenleyicidir.
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AMP/ATP oranindaki artis AMPK’y1 aktive eder ve kolesterol sentezi, protein sentezi,
hiicre biiylimesi ve proliferasyonu gibi tiim olaylar korelir. AMPK ve SIRT1 arasinda iki
yonlii etkilesim bulunmaktadir ve birbirlerini aktive ederler (Salminen ve dig. 2011, Lan ve
dig. 2008). Sirtuinler SIRT1 ve SIRT3; glikoz ve lipit metabolizmasinin diizenleyicisi
olarak bilinirler. Aktivasyonlart AMPK ile aktive olan ayni yolakta kesisir (Canto ve

Auwerx 2009) ve artan mitokondriyal biogenezle sonuglanir.

Yaptigimiz genis literatiir taramasinda resveratrolin PKOS (zerindeki etkilerini
inceleyen yalnizca bir tane deneysel in vivo ¢alisma tespit edilmistir; resveratrol ile birlikte
metforminin kullanildig1 bir ¢alismaya ise rastlanmamustir. Yine ayn1 sekilde resveratroliin
PKOS’ta TNF-a seviyesi tizerindeki etkilerine daha once bakilmamistir. PKOS’ta yapilan
in vitro caligmalar resveratroliin sigcan teka-interstisyel hlcre buyumesini ve insulin-
indiiklii hiicre biiylimesini azaltmak icin apoptozu indiikledigini ve bu nedenle
resveratroliin PKOS tedavisinde yeni bir terapotik ilag olabilecegini savunmustur (\Wong
ve dig. 2010). Olusturdugumuz PKOS modelinde resveratrolin SIRT1-AMPK yolagi
Uzerinden antioksidan ve anti-inflamatuvar 6zelligi sayesinde PKOS’ta goriilen oksidatif
stres ve inflamasyonu azaltabilecegini, pro-apoptotik 6zelligi sayesinde PKOS’ta goriilen
teka-interstisyel hticre hiperplazisini indirgeyebilecegini diigiinmekteyiz. Bu hipotez
dogrultusunda PKOS tedavisinde resveratroliin tek bagina ve metforminle birlikte ovaryum
Uzerine etkisini biyokimyasal, immiinohistokimyasal, 1s1k ve elektron mikroskobik
acilardan incelemeyi hedeflemekteyiz. PKOS’un kadinlarda goriilen en yaygin metabolik-
endokrin hastalik olmasi ve infertilite sebeplerinden biri olarak gosterilmesi dikkate
alindiginda, resveratroliin potansiyel terapdtik etkileri lizerine odaklanmanin toplum

saglig1 acisindan yararli olacagini diisiinmekteyiz.
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3. YONTEM

Calisma i¢in Kocaeli Universitesi Hayvan Arastirmalar1 Etik Kurulu’ndan 09.07.2015
tarihli ve 7/8-2015 sayili onay alindi, tim g¢alismalar etik kurul ilkelerine uygun olarak

gerceklestirildi.

3.1.Deney Hayvanlari
Calismamizda Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Birimi’nden

temin edilen 64 adet, 35-40 gr agirliginda, 21 giinliik Wistar albino irki disi si¢an
kullanildi. Hayvanlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda, uygun kafesler icerisinde
barindirilarak serbest¢ce beslenip su igmeleri saglandi. Tim hayvanlar deney siiresi
boyunca normal pelet yem ve su ile beslendi.

Sicanlar baglangigta kontrol ve deney grubu olarak ikiye ayrildi;

- Kontrol grubu (n=9): 35 giin boyunca 0,2 ml susam yag1 subkutandz olarak verildi.
(Xinlin ve dig. 2013). Daha sonra deney suresi sonlanana kadar herhangi bir islem
uygulanmadi.

- Deney grubu (n=54): 35 giin siresince 0,2 ml susam yagi icerisinde ¢ozliinmiis 60
mg/kg/giin Dehidroepiandrosterone (DHEA) subkutandz olarak verildi. DHEA
siganlarda, PKOS modeli olusturmak i¢in uygulandi. (Doz se¢imi ve uygulama
yontemi Xinlin ve dig.’nin (2013) c¢alismasi referans alinarak planlanmistir).
Sicanlarin dstrus durumu, 35 giinliik siirecin son 12 giinliik periyodunda (yaklasik 3
siklus slresi) her sabah standart vajinal smear metoduyla tespit edildi. Vajinal

smear giinde bir kez, 08:00-10:00 arasinda alindi.

3.1.1.Vajinal smear
Fare ve si¢anlarda, insanlardakine benzer olarak, dstrus siklusu ¢esitli hormonlar ile

kontrol edilir. Ostrus siklusu; proostrus (P), 6strus (O), metostrus (M) ve diostrus (D)
olmak tizere baslica 4 fazdan olusur. Prodstrus fazi 12 saat, Ostrus fazi1 12-24 saat,
metdstrus fazi 6-8 saat, didstrus fazi ise 52-60 saat surer (Snell 1956, Champlin ve Dorr
1973). Yaklasik iki giin sliren diostrus fazi boyunca smearda farkli hiicreler
gozlendiginden, didstrus 1 (D1) ve didstrus 2 (D2) olmak tizere iki alt faza ayrilir. Siklusun
diizenliligi, aydinlik-karanhik siklusunun kontrolii altindadir. Ostrus siklusu boyunca
cinsiyet hormonlarinin dongiisel degisimleri vajinal epitelin histolojik gorlinlimiinde
belirgin degisiklikler meydana getirir. Prolaktin, LH ve FSH prodstrus fazinin aksam
saatlerinde yiikselmeye baslar. Ostradiol seviyesi metdstrusta artmaya baslar, prodstrus
fazinda pik yapar ve Ostrus fazinda tekrar bazal seviyeye ulasir. Progesteron sekresyonu
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metdstrus ve didstrus fazlar siiresince yiiksektir, didstrusun ardindan azalir. Progesteron
degeri ikinci pik seviyesine prodstrus fazinin sonunda ulagir (Campbell ve dig 1976; Rao
ve Kaliwal 2002). Bu hormonal etki ile prodstrus ve Ostrus fazinda ovaryumda folikiil
gelisimi, Ostrus fazinin ortalarinda ovulasyon, metdstrus fazinda korpus luteum olusumu

gerceklesir. Diostrus fazi ise dinlenme fazidir (Hubscher ve dig. 2005).

3.1.1.1.Vajinal Yayma Metod

Calismamizda pamuklu c¢ubuk yardimiyla vajinal smear alindiktan sonra lam
tizerine yayma yapilip kurutuldu. %70’lik etanol ile fiske edilen vajinal yayma Ornekleri
Papanicolau ile boyanarak incelendi. Epitel hiicre c¢esitleri ile kornifiye hiicrelerin,
lokositlerin  ve mukusun varligi incelenip hayvanlarin 6strus durumu tespit edildi
(Parhizkar ve dig. 2013).

Vajinal smear ile dizenli 6strus siklusu gostermedigi tespit edilen siganlar PKOS’lu
kabul edildi ve 6 deney grubuna ayrildi:

1. DHEA grubu (n=9): Bu grubu olusturan hayvanlara deney siiresinin sonuna kadar
hicbir islem uygulanmada.

2. Resveratrol ¢oziicli kontrol grubu (n=9): Bu grubu olusturan deney hayvanlarina 28
giin boyunca %S5 etanol+ %95 salin (resveratrol ¢oziiciisii oldugundan dolay1)
intraperitoneal olarak verildi (Secilen ¢oziicii ve uygulama sekli Erdem T ve dig.
(2012) calismas1 referans alinarak planlanmistir).

3. Resveratrol grubu (n=9): Bu grubu olusturan deney hayvanlarina 28 giin boyunca
20 mg/kg/gun resveratrol (%5 etanol + %95 salin icerisinde cozdurulerek)
intraperitoneal olarak verildi (Resveratrol doz secimi ve uygulama yontemi Soner
ve dig. (2014) galismasi referans alinarak planlanmustir).

4. Metformin ¢6ziicti kontrol grubu (n=9): Bu grubu olusturan deney hayvanlarina 28
giin boyunca 1 ml salin (metformin ¢6ziiciisii oldugundan dolay1) gavaj yontemiyle
verildi (Doz secimi ve uygulama yontemi Xinlin ve dig. (2013) c¢alismasi referans
alinarak planlanmaistir).

5. Metformin grubu (n=9) : Bu grubu olusturan deney hayvanlarina 28 giin boyunca
300 mg/kg/gin metformin (1 ml salin igerisinde ¢6zdurilerek) gavaj yontemiyle
verildi (Doz secimi ve uygulama yontemi Xinlin ve dig. (2013) c¢alismasi referans

alinarak planlanmstir).

29



6. Resveratrol ve Metformin grubu (n=9) : Bu grubu olusturan deney hayvanlarina 28
guin boyunca 20 mg/kg/gtin resveratrol intraperitoneal ve 300 mg/kg/giin metformin
gavaj yontemiyle verildi (Soner ve dig. 2014, Xinlin ve dig. 2013).

KONTROL GRUBU DENEY GRUBU
_ . RESVERATROL

PCOS RESVERATROL ETANOL METFORMIN SALIN =
N . . METFORMIN

>

Cizim 3.1.Deney gruplarinin sematik gortintiisti

3.2. Sakrifikasyon
Deney siresinin sonunda her gruptaki tim hayvanlar Alfazyne (2.5 mg/kg; i.p) ve

Ketalar (12.5 mg/kg; 1.p) anestezisi altinda kalplerinden kan alinarak (kardiyak ponksiyon)

sakrifiye edildi ve batinlar1 agilarak sag ve sol ovaryumlari alindu.

3.3.Viicut Agirhiklarimin Olgiimii
Deney basindan itibaren hayvanlarin viicut agirliklart uygulanacak madde miktarlarini

belirlemek i¢in giinliik olarak ve deney sonunda tartilarak kaydedildi.

3.4.0varyum Agirhklarinin Olgiimii
Sakrifikasyonu takiben, ¢evre dokulardan iyice temizlenen ovaryumlarin agirliklar:

hassas terazi ile tartildi. Sag ovaryumlarin yarist biyokimyasal analizler icin salin ile
yikanarak paketlendi ve kullanilincaya kadar -40 °C’de saklandi, diger yaris1 elektron

mikroskopi incelemeleri igin %2,5’1ik gluteraldehit ¢ozeltisine alindi. Sol ovaryumlar 151k
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mikroskopi incelemeleri igin rutin histolojik doku takibi uygulanmak tiizere %10’luk

tamponlanmis formaldehit icerisine alindu.

3.5.Biyokimyasal Analiz
Kalpten alinan kan orneklerinde ‘KOU Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarinda’

serum MDA, FSH, LH ve Testosteron seviyeleri ile plazma AMH ve TNF-a seviyeleri
belirlendi. Ayni sekilde ovaryum dokusunda da TNF-a ve AMH seviyeleri tespit edildi.

3.5.1.Doku Homojenizasyonu
Sican ovaryumlarinda; AMH, TNF-o ve protein tayini i¢in dokular tartilarak

tizerine 1/10 (agirlik/voliim) oraninda PBS (0,1 M / pH 7,4) eklenip doku homojenizatorii
ile homojenize edildi (Calkins ve dig. 2001). Homojenatlar 20 dk 3000 rpm’de santrifiij
edilerek siipernatantlar1 ayrildi ve ependorflara alinarak -40°C’de analiz edilecegi zamana

kadar saklandi. Analiz sirasinda ¢oziilerek kullanildilar.

3.5.1.1. TNF-0. ve AMH Tayini
Bioassay (Shanghai, China) ELISA kiti kullanilarak ¢alisildi. Calisma kit

protokoliine uygun olarak yapildi.

3.5.1.2.Dokuda Protein Tayini
Total protein tayini Lowry modifiye metoduyla yapildi (Hartree 1972). Analiz

ettigimiz parametrelerin doku sonuglari, doku protein miktarina oranlanarak elde edildi.

3.5.2.Kanda FSH, LH, Testosteron, MDA, AMH ve TNF-o Tayini

3.5.2.1. FSH, LH ve Testosteron Olguimii
Kardiyak ponksiyon ile alinan kan ornekleri pihtilagma amaciyla 10-20 dk oda

sicakliginda bekletildi. 2000-3000 RPM’de yaklasitk 20 dk sentrifiij edildi ve
supernatantlar dikkatlice toplandi. Cikarilan 6ziit — 20°C’de muhafaza edildi. Elde edilen

serumda FSH, LH ve Testosteron seviyeleri rutin biyokimya otoanalizord ile 6lgulda.

3.5.2.2.AMH ve TNF-a Olc¢iimii
Kandan elde edilen plazma o6rneklerinde TNF-a ve AMH, ELISA kiti kullanilarak

calisildi. Caligsma kit protokoliine uygun olarak yapildi.

3.5.2.3.Malondialdehit Ol¢imii

Lipid peroksidasyonu Uriini olan MDA, tiyobarbitirik asit (TBA) ile reaksiyona
girerek 535 nm’de maksimum absorbans veren pembe renkli bir kompleks olusturur. Bu
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kompleksin renk siddeti spektrofotometrik olarak Olgiilerek, ornek igindeki MDA
konsantrasyonu tayin edilir (Buege ve Aust 1978).

3.6. Isik Mikroskopi Uygulamalari

Hayvanlardan alinan sol ovaryumlar 151k mikroskobik takip uygulamak tzere fosfat
tamponlu %10’luk formalin soliisyonuna konularak fikse edildi ve ardindan yiikselen
dereceli etanol serilerinde (sirasiyla %70, %90, %96 ve %100) 24 saat tutularak dehidrate
edildi. Daha sonra %100 etanolde 2 kez 30 dk sureyle tutuldu ve toluol icinde 30 dk
siireyle seffaflastirma islemi yapildi. Bunu takiben 56°C’deki etiivde ilk olarak yumusak
daha sonra sert sivi parafin iginde 45’er dk bekletilen pargalar parafin bloklara gomiildii.
Bu bloklardan mikrotom ile 4 pm kalinliginda seri kesitler alindi. Her bir ovaryumdan 10
kesit araliklarla alinan 10’ar kesit lizerinde hematoksilen—eozin (H+E) ve Masson Trikrom
boyamasit (Dorostghoal ve dig. 2011), birer kesit ile de SIRT ve AMPK
immiinohistokimyasi ve TUNEL boyamasi yapildi.

3.6.1.Hematoksilen-Eozin Boyamasi ile Morfolojik Degerlendirme ve Folikiil Sayimi
Parafin kesitler 1 gece boyunca 56°C’lik etiivde bekletildi. Ertesi giin toluen (2 saat)
yardimu ile kesitler iizerindeki parafin uzaklastirildi. Kesitler, azalan alkol serisinden (100°,
96°, 90° 70° gecirildi ve saf suya alindi. Ardindan Mayer Hematoksilen’de 5 dk
bekletilerek hiicre niikleuslar1 boyandi. Fazla boyanin giderilmesi igin iki kere saf sudan
gegirilen kesitler mavilestirme soliisyonunda 10-15 saniye (sn) bekletildi ve tekrar saf suya
alindi. Daha sonra %100 etanolden hizlica gecirilen kesitler sitoplazmik boyanma igin
Eozin Y solusyonunda 2-3 dk tutuldu ve tekrar %100 etanole alindi. 3 kez %100 etanol
serisinden gecen kesitler toluende ikiser kez 15’er dk bekletilerek seffaflagtirildi ve

entellan ile kapatildi.

3.6.2.Masson Trikrom Boyamasi

Parafin kesitler 1 gece boyunca 56°C’lik etiivde bekletildi. Ertesi giin toluol (2 saat)
yardimu ile kesitler iizerindeki parafin uzaklastirildi. Kesitler, azalan alkol serisinden (100°,
96°, 90°, 70°) gecirildi ve saf suya alindi. Kesitler daha sonra Weigert A ve Weigert B
hematoksileninden esit hacimde alinarak hazirlanmis karisimda 5 dk bekletildi. Cesme
suyunda 2 dk yikanan kesitler saf sudan gegirilerek Asit fuksin soliisyonunda 15 dk tutuldu
ve ardindan saf sudan gegcirildi. Daha sonra Fosfotungstik asit solisyonunda kollajen
liflerdeki kirmizi renk giderilene kadar 10-15 dk bekletilen kesitler yikama olmadan Anilin

mavisi soliisyonuna alindi ve bu soliisyonda 5 dk bekletildi. Saf su ile yikamanin ardindan
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%1°lik asetik asit soliisyonunda 3-5 dk bekletilen kesitler hizlica iki kez %95 alkolden
gecirilerek toluenle seffaflastirildi ve entellan ile kapatildi. Preparatlar Leica DM 1000 151k
mikroskobu ile incelendi.

Ayni folikiillerin tekrar sayilmasini engellemek igin 5 seviyede bir alinan kesitlerde
ayr1 ayri folikiil sayimi yapilip toplandi ve total ovaryumdaki ortalama folikiil sayisi
hesaplandi. Folikiiller primordiyal, unilaminar primer, multilaminar primer, sekonder,
Graaf folikiilii, korpus luteum, atretik ve kistik folikiil olarak sinifland1 ve gruplar arasinda
folikiil sayilar1 ile bu folikiillerin morfolojik 6zellikleri degerlendirildi (Giirgen ve dig.
2013, Medigovi¢ ve dig. 2012, Du ve dig. 2014, Bulut ve dig. 2015). Atretik folikuller;
graniiloza hiicre tabakalarinda birden fazla piknotik cekirdek, antral kavitede graniiloza
hiicrelerin varligi, graniiloza hiicrelerin bazal membrandan ayrilmasi, dejenere oosit,
kalinlagsmis ve dejenere olmus zona pellusida 6zellikleri ile ayirt edildi (Dorostghoal 2011).
Kistik folikiiller ise; genis, i¢i sivi dolu antrum ve graniiloza hiicre tabaka sayisinda azalma

olarak degerlendirildi (Du ve dig. 2014, Bulut ve dig. 2015).

3.6.3.Immiinohistokimyasal Uygulamalar
Parafin bloklardan alinan seri kesitlerde folikiillerdeki SIRT1 ve AMPK proteinlerinin

miktarlariin tayini i¢in immiinohistokimyal boyama yapildi. Ayrica folikiillerdeki

apoptotik hiicreler TUNEL kiti kullanilarak isaretlendi.

3.6.3.1.SIRT1 Immiinohistokimyasi

Parafin bloklardan polilizinli lamlar iizerine alinan 4 pm’lik kesitlerin 1 gece 56
°C’lik etiivde tutularak parafini giderildi ve toluolde 3’er kez 5 dk bekletilerek parafinden
tyice arindirildi. Ardindan, sirastyla 2x5 dk 1000 alkolde, 1x5 dk 960 alkolde, 1x5 dk 900
alkolde, 1x5 dk 700 alkolde ve son olarak 2x5 dk distile su i¢inde bekletildi. Kesitler sitrik
asit sollisyonu i¢ine alinarak mikrodalgada 10 dk kaynatildi ve sogumasi i¢in 20 dk
bekletildi. 2 kez 5’er dakika fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS) ile yikamanin
ardindan kesitler endojen peroksidazi bloklamak i¢in metanolde hazirlanan 9%0,3” liik
H202’de 5 dk bekletildi. 2 kez PBS’de yikanan lam iizerindeki kesitlerin etrafi hidrofobik
kalem ile ¢izilerek havuz olusturuldu.l kez T-PBS’de yikanan kesitlere 6zgiil olmayan
antikor baglanmalarini bloklamak {izere 5 dk protein blok soliisyonu uygulandi. Ardindan
kesitlere 1/100 dilusyonundaki SIRT1 antikoru uygulandi ve oda sicakliginda (37°C’lik
etiivde) 1 saat bekletilerek primer antikor uygulamasi yapildi (Tao ve dig. 2015). 3 kez T-
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PBS ile yikama sonrasinda 20 dk biyotinlenmis sekonder antikor soliisyonunda tutuldu. Ug
kez T-PBS’de yikanan kesitlere 20 dk horse raddish peroksidaz soliisyonu uygulandi ve
yikama sonrasinda kesitlere 5 dk DAB kromojen soliisyonu uygulamasi yapildi. Kesitler
distile su ile yikandiktan sonra 15 sn Mayer hematoksileni uygulanarak zit boyama yapildi
ve ardindan yikama sonrasinda Entellan ile kapatilda.

Sican ovaryumunda SIRT1 pozitif boyanma esas olarak niikleusta yogunlagsmistir. Leica
DM 1000 151k mikroskopu ile her bir folikiil sinifindaki hiicrelerin niikleuslarindaki SIRT1
ekspresyonunun siddeti ve yayginligi skorlanarak 6l¢iildii. Boyanma agik sar1 ile koyu
kahverengi arasinda gézlemlendi ve yogunlugu; 0, renksiz; 1, acik sar1; 2, kahverengi-sart;
3, kahverengi olacak sekilde skorlandi (Tao ve dig. 2015). Tanimlanan siddet degerlerinde
boyanan hiicrelerin ylizde degeri ile agirlikli boyanma siddetlerinin ¢carpimlarinin
toplanmas1 sonucunda H skor hesaplandi [HSCORE= )" Pi(i + 1); i, boyanma siddeti
degeri; Pi, boyanan hiicre yiizdesi] (Guzel ve dig. 2011).

3.6.3.2. AMPK immiinohistokimyasi

AMPK i¢in yapilan immiinohistokimya uygulamasinda SIRT1 immiin boyamasi
sirasinda tarif edilen basamaklar izlendi.Kromojen olarak kullanilan AEC 5 dk uygulandi.

Folikiillerdeki graniiloza ve teka hiicrelerinin sitoplazmasindaki AMPK
ekspresyonunun siddeti ve yaygmligi semikantitatif H-skor (‘Histo’ Score / HSCORE)
yontemi ile 6lculdi. HSCORE yonteminde incelemeye alinan parametreler iizerinde; 0
(herhangi bir boyanma yok), 1 (zayif fakat kontrole gore kismen boyanmis), 2 (belirgin
boyanma var), 3 (yogun boyanma var) olmak {izere siddet degerleri belirlendi. Tanimlanan
siddet degerlerinde boyanan hiicrelerin yiizde degeri ile agirlikli boyanma siddetlerinin
carpimlarinin toplanmasit sonucunda H skor hesaplandi [HSCORE= ) Pi(i + 1); i,
boyanma siddeti degeri; Pi, boyanan hiicre yiizdesi] (Guzel ve dig. 2011).

3.6.3.3. TUNEL Boyamasi
Parafin bloklardan alinan 4 pm’lik kesitler 1 gece 56 °C’lik etlivde tutularak

parafini giderildi ve ardindan toluolde 3x10 dk bekletilerek parafinden iyice arindirildiktan
sonra azalan alkol serilerinden (sirasiyla %100, %100, %96, %90, %70) gegirilip 5 dk
PBS’de yikandi. Daha sonra antijen iyilestirme amaciyla 15 dk oda 1sisinda proteinaz K
solisyonu uygulandi ve distile su ile yikanan (2x2 dk) kesitler endojen peroksidazi
bloklamak i¢in metanol ile hazirlanan %3’lik H202’de 5 dk karanlikta bekletildi. PBS

(2x5 dk) ile calkalandiktan sonra lam {iizerindeki kesitlerin etrafi hidrofobik kalemle
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cizilerek havuz olusturuldu ve kesitlere 10 dakika oda 1sisinda dengeleme tamponu
uygulandi. Daha sonra kesitler 37 °C’de terminal deoksintikleotidil transferaz enziminde 1
saat bekletildikten sonra durdurma tamponuyla 15 sn ¢alkalandi ve oda 1sisinda 10 dk
bekletildi. PBS’de yikanan (3x1 dk) kesitlere oda 1sisinda 30 dk anti-digoksigenin-
peroksidaz konjligat1 uygulandi ve yikama sonrasinda 7 dk DAB kromojen soliisyonu
uygulamasi yapildi. Metil green ile zit boyama yapilmasinin ardindan kesitler kapatma
medyumu ile kapatildi.

Leica DM 1000 1sik mikroskobu ile tiim folikiil ¢esitleri incelendi. Sekonder ve
Graaf folikullerindeki teka ve grantloza hiicrelerinde gorilen immdinoreaktif nukleuslar
ayr1 ayr sayildi. Isaretlenen hiicrelerin toplam hiicre sayisina boliinmesi ile folikiillerdeki

teka ve graniiloza hicrelerin apoptotik indeksi hesaplandi (Kilic ve dig. 2012).

3.7.Ultrastriktirel Yontemler

Gecirimli elektron mikroskobu incelemeleri i¢in sicanlarin sag ovaryum dokulari alindi
ve Millonig tamponlu %4’liik soguk gluteraldehit soliisyonu igerisine kondu. Ardindan +4
°C’de 2 giin tespit edildi. Sertlesen dokular, temizlenmis jilet yardimi ile 1mm3’lik
parcalar halinde getirildi. Dokular Millonig tampon ile yikand1 ve 1,5 saat ayn1 tampon ile
hazirlanmis %]1°lik Osmiyum tetraoksit (OsO4) ile ikinci tespit yapildi. 3x15 dk Millonig
tamponu ile yikanan dokular dehidratasyon igin 10’ar dk sirastyla 30°, 50°, 70°, 80°, 96 lik
alkollerden, 15 dk 100° alkolden gegcirildi. Dokular 15 dk propilen oksitte bekletildi.
Ardindan sirasiyla 1:1 oraninda propilen oksit-araldit kariggminda 45 dk, 1:3 oraninda
propilen oksit-araldit karisiminda 45 dakidkka ve saf aralditte 1 gece bekletildikten sonra
yuvarlak plastik kaliplara dokiilmiis saf araldit igerisine gdmiildii. Kaliplar 24 saat boyunca
45 °C’lik etiivde, 48 saat boyunca 60°C’lik etlivde birakilarak bloklarin polimerizasyonu
saglandi. Araldit bloklardan, dnce Reichert UM2 mikrotomla 0,5 p kalinliginda yart ince
kesitler alind1 ve toluidin mavisi ile boyanarak istenilen bolge tespit edildi. Reichert UM3
mikrotomla da 40-50 nm kalinliginda ince kesitler alind1 ve bakir grid tizerine yapistirildi.
Gridlerdeki kesitler %70 etanol ile hazirlanmis doymus uranil asetat soliisyonu ile 45 dk,
ardindan Reynol’un kursun sitrat1 ile 15 dk boyandi. Jeol Jem-1011 model elektron
mikroskobunda incelen kesitlerin fotograflar1 Olympus Veleta TEM CCD kamera ile
cekildi. Deney gruplarindaki her bir siganin ovaryum dokularinda hiicrelerin ultrastriiktiirel

Ozellikleri arastirildi.
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Teka ve granlloza hucrelerinde nikleus ve organel morfolojisi; kromatin duizeni;
mitokondrionlarin sayisi, biitlinliigli, boyutu, membran yapisi ve krista sayist; graniillii ve
diiz endoplazmik retikulum ile zona pellusidanin yapisi; hiicreler aras1 alanin genisligi;
sekonder lizozom ve lipit damlaciklarinin varligi; apoptotik ve otofajik hucreler

degerlendirildi (Sun ve dig. 2013, Wang ve dig. 2012).

3.8.istatistiksel Analiz

[statistiksel degerlendirme, IBM SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket
programi ile yapildi. Normal dagilima uygunluk testi Kolmogorov-Smirnov Testi ile
degerlendirildi. Normal dagilim gdsteren niimerik degiskenler ortalama +/- standart sapma,
normal dagilim gostermeyen niimerik degiskenler medyan (25. persantil - 75. Persantil)
olarak verildi. Gruplar arasindaki farklilik normal dagilima sahip olan niimerik degiskenler
icin tek yoOnlii varyans analizi ile (ANOVA), normal dagilima sahip olmayan numerik
degiskenler icin ise Kruskal Wallis Testi ile belirlendi. Coklu karsilastirmalar i¢in Tukey,
Dunnett ve Dunn testleri kullanildi. p<0,05 istatistiksel olarak anlamlilik i¢in yeterli kabul
edildi.
3.9. Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Cihazlar
3.9.1. Kimyasal Malzemeler
Alfazyne (50 ml)
Ketalar (500 mg) (Pfizer: 150086)
Formaldehit (Tekkim)
Ethanol (Merck Millipore: 100983)
Etil Alkol 96 o (Tekkim)
Toluen (Merck Millipore: 108327)
Parafin (Merck Millipore: 107151)
Entellan (Merck Milipore: 107961)
Metanol (Sigma: 24229)
Resveratrol (Santa Cruz: sc-200808)
1,1-Dimethylbiguanide Hydrochloride (Santa Cruz: sc-202000A)
DHEA (Santa Cruz: sc-202573)
Proteinaz K (Merck Millipore: 21627)
Apoptag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Kit (Millipore: S7101)

AMPKal1/2 antikoru (H-300): sc-25792
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SIRT1 antikoru (H-300): sc-15404

Metilen green (TM of Trevigen)

Papanicolau boyasi

Hidrojen Peroksit (Merck Millipore: 107298)

HRP Anti-Polyvalent Sekonder Kit (ScyTek: SHP125)
AEC Chromogen Substrate Kit (ScyTek: ACJ500)
DAB Chromogen Substrate Kit (ScyTek: ACH500)
Mayer’s Hematoxylin (Labvision: TA-125-MH)
Araldite M (Fluka Analytical: 10951)

Araldite M 960 (Fluka Analytical: 10952)

Araldite M 964 (Fluka Analytical: 10953)
Gluteraldehit (Merck Millipore: 104239)

Osmium tetroxide (EMS: 19134)

Propilen oksit (Merck: 8.07027.1000)

Steril Ahsap Pamuklu Ekiivyon Cubugu (True Line)

3.9.2. Cihazlar
Alisei Quality System Seac Radim Company analyser (Italy/Rome)-ELISA READER

BECKMAN COULTER DXI-600 otoanalizori

Buzdolabi (Argelik)

Hassas terazi (Scaltec-STB31)

IKA T18 Digital ULTRA TURRAX homojenizator
UVmini-1240 UV-VIS Spectrophotometer- SHIMADZU

pH metre (Inolab wtw)

Vorteks (LMS)

Mikrodalga (Regal)

Etuv (Elektro-mag)

Mikrotom (Leica SM 200R)

Isik mikroskobu (Leica DM 1000) ve Kamera (Leica DMC 2900)
Ultramikrotom (Reichert UM2 - Reichert UM3)

Transmisyon elektron mikroskopu (Jeol Jem-1011) ve kamera Olympus Veleta TEM CCD
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4 BULGULAR

4.1.Vajinal Smear Bulgular:
Vajinal smear bulgular1 PKOS’un basarili bir sekilde olusturuldugunu

desteklemistir. Kontrol grubuna ait siganlar diizenli estrus siklusu gosterirken, PKOS
grubuna ait si¢anlar asiklik ya da diizensiz, uzamis estrus siklusu gostermistir. Kontrol ve

PKOS grubuna ait vajinal smear 6rnekleri ¢izim 4.1.’de gosterilmistir.

Cizim 4.1.Kontrol ve PKOS gruplarma ait vajinal smear ornekleri. Kontrol grubuna ait
A, proostrus; B,0strus; C,metdstrus; D,diostrus drnekleri. E-F, PKOS grubuna ait ditstrus érnekleri.
(A-D, 40X; E, 20X; F, 40X).
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4.2.Viicut Agirhgi

PKOS, PKOS+Salin, PKOS+Etanol ve PKOS+Resveratrol gruplarina ait siganlarin
viicut agirligi kontrol grubu ile karsilastirildiginda goriilen artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.001). PKOS grubu ile PKOS+Etanol ve PKOS+Salin gruplar1 arasinda
anlamli bir farklilik goriilmezken, diger tedavi gruplarna gore anlamli bir artis
gozlemlenmistir. PKOS+Resveratrol grubunun viicut agirligi kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli artis gostermis ve PKOS, PKOS+Etanol ve PKOS+Salin grubu
ile faklihk gostermemistir. PKOS+Resveratrol grubu diger tedavi gruplariyla
karsilagtirilidginda anlamli bir farklilik goriilmemistir. PKOS+Metformin gruplarina ait
siganlarin viicut agirligit PKOS, PKOS+Salin ve PKOS+Etanol grubu ile anlamli bir
farklilik gosterirken (p<0.05), kontrol ve diger tedavi gruplariyla anlamli bir farklilik
gostermemistir. PKOS+Metformin+Resveratrol grubuna ait siganlarin viicut agirhigi
Kontrol, PKOS+Metformin ve PKOS+Resveratrol grubu ile anlamli bir farklilik
gostermezken, PKOS, PKOS+Etanol ve PKOS+Salin grubu ile karsilastirildiginda anlamli
bir diistis gozlemlenmistir (p<0.05) Viicut agirliklart arasindaki anlamlilik (Cizim 4.2)de

gosterilmistir.

Viicut agirhklan g

PKOS+me

PKOS+Sali PKOS+Eta | PKOS+Re | PKOS+Me | tformin+
n nol sveratrol | tformin | Resveratr

ol

‘IVUCUraélrllklarlg 154,3333 | 180,4444 | 178,0000 | 176,7143 | 172,8889 | 159,3333 | 159,8889

Kontrol PKOS

Cizim 4.2.Kontrol, PKOS ve tedavi gruplarinda viicut agirliklarinin karsilastirilmasi.** p<0.001,
*p<0,005; kontrol grubu ile kiyaslandiginda. “p<0,005; PKOS grubu ile kiyaslandiginda.
Gruplardaki degerler median (25-75 percentile) olarak ifade edildi.

4.3.0varyum Agirhg

Kontrol grubuna ait sicanlarin ovaryum agirligr diger gruplarla kiyaslandiginda;
PKOS+Metformin grubu hari¢ tim gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir artis
gozlemlenmistir (p<0,001). PKOS grubu ile tedavi gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik
g6zlemlenirken (p<0,001); tedavi gruplar1 kendi i¢inde kiyaslandiginda PKOS+Metformin
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grubu ile PKOS+Metformin+Resveratrol grubu arasinda anlamli  bir farklilik
goriilmemistir ancak PKOS+Resveratrol grubu ile gorilmiistir. Ovaryum agirliklar

arasindaki anlamlilik (Cizim 4.3) de gosterilmistir.

0,10
* % * % #
0,09 *x

0,08

*
0,07
0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 -
0,02 -
0,01 -
0,00 -

Ovaryum Agirhgi g

PKOS+Resver| PKOS+Metfo |  OS+Metfo

Kontrol PKOS PKOS+Salin | PKOS+Etanol . rmin+Resvre
atrol rmin ratrol

M Ovaryum agirhgi 0,059 0,084 0,086 0,081 0,074 0,062 0,065

Cizim 4.3. Kontrol, PKOS ve tedavi gruplarinda ovaryum agirliklarinin karsilastirilmasi. **
p<0.001,*p<0,005; kontrol grubu ile kiyaslandiginda. * p<0.001; PKOS grubu ile kiyaslandiginda.
Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.4.Biyokimya Bulgular
4.4.1. FSH, LH, LH/FSH ve Testosteron Seviyeleri

Gruplar arasmnda serum FSH seviyesine bakildiginda anlamli bir farklilik
gorilmemistir (Cizim 4.4).

Kontrol ile PKOS gruplarinin serum LH seviyeleri karsilastirildiginda; PKOS,
PKOS+Salin ve PKOS+Etanol gruplarinda anlamli bir artis goriilmiistir (p<0,001).
Kontrol grubuyla tedavi gruplar1 arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik gériilmemistir.
PKOS grubuyla tedavi gruplari arasinda anlamli fark saptanmistir (p<0,001). Tedavi
gruplar1 kendi arasinda kiyaslandiginda aralarinda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir.
(Cizim 4.5).

Gruplara ait LH/FSH oranina bakildiginda PKOS, PKOS+Salin ve PKOS+Etanol
gruplarinda bu oranin kontrol grubuna gére artmis oldugu (p<0,05), tedavi gruplarinda ise
kontrole yakin bir deger aldigi tespit edildi. Tedavi gruplar1 PKOS gruplariyla
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karsilastirildiginda anlamli bir azalma tespit edildi (p<0,05) ancak kendi aralarinda anlamli
bir farklilik saptanmadi. (Cizim 4.6).
PKOS, PKOS+Salin, PKOS+Etanol,

PKOS+Metformin+Resveratrol gruplarina ait siganlarin serum testosteron seviyeleri

PKOS+Metformin ve
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda goriilen artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). Ancak PKOS grubuyla karsilastirildiginda, tedavi gruplarinin testosteron
seviyesini anlamli dl¢lide azalttigi tespit edilmistir (p<0,05). PKOS+Resveratrol grubu ile
kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilhik gézlemlenmemistir. Tedavi gruplart kendi

arasinda kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (Cizim 4.7).

0,20
0,18 T

FSH diizeyleri miU/ml
o
=
o

PKOS+Me

Kontrol PKOS

PKOS+Eta
nol

PKOS+Sali
n

PKOS+Res
veratrol

PKOS+Me
tformin

tformin+
Resveratr
ol

\ FSH Diizeyleri| 0,094 0,132

0,143

0,130

0,141

0,104

0,097

Cizim 4.4. Kontrol, PKOS ve tedavi gruplarinda serum FSH seviyelerinin karsilagtirilmasi

0,18
* %k
0,16 * %
E 0,14 [ i i
S 1
% 0,12
- 0,10
7}
= 0,08 #
g T # #
ig 0,06 T T
T 0,04
0,02 -
0,00 -
PKOS+M
PKOS+Eta | PKOS+5al | PKOS+Re | PKOS+M etformin
Kontrol PKOS . R +
nol in sveratrol | etformin
Resveratr
ol
‘ B LH Diizeyleri ,0267 ,1089 ,1214 ,1086 ,0433 ,0344 ,0344

Cizim 4.5.Kontrol, PKOS ve tedavi gruplarinda serum LH seviyelerinin karsilagtirilmasi **
p<0.001; kontrol grubu ile kiyaslandiginda. ,"p<0,001; PKOS grubu ile kiyaslandiginda.
Gruplardaki degerler ortalama (X)zstandart hata (SE) olarak ifade edildi.
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1,4

1,2

* *
f_=' 1,0 T T
&
Z 06 T T
] #
S o | il
— r
0)2 . -
0,0
PKOS+Met
PKOS+Etan . | PKOS+Resv | PKOS+Met | formin+
Kontrol PKOS PKOS+Salin R
ol eratrol formin Resveratro
|
‘ M LH/FSH ,3321 ,8225 ,8688 ,8853 ,2978 ,3891 L4171

Cizim 4.6.Kontrol, PKOS ve tedavi gruplarinda serum LH/FSH seviyelerinin karsilagtirilmasi.
*p<0.05; kontrol grubu ile kiyaslandiginda. ,’p<0,05; PKOS grubu ile kiyaslandiginda. Gruplardaki
degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

Testosteron duzeyleri ng/ml

2,5
% %k
2,0 J
15 e x 5 #
*
| ] " I i
1,0 L _—
I
0,5 _—
0.0 PKOS+Metf
+Vie
Kontrol pkos | PKOSHERN o) . calin | PKOS*Resv PKOS+Metf - b
ol eratrol ormin
Resveratrol
\ Testos. diizeyi| ,8378 1,9133 1,2957 1,2714 1,0444 1,2089 1,1300

Cizim 4.7.Kontrol, PKOS ve tedavi gruplarinda serum testosteron seviyelerinin karsilastirilmast.**
p<0.001, *p<0.05; kontrol grubu ile kiyaslandiginda. “p<0,001; PKOS grubu ile kiyaslandiginda.
Gruplardaki degerler median (25-75 percentile) olarak ifade edildi.

4.4.2. Plazma ve Doku AMH Tayini
PKOS grubuna ait si¢anlarin plazma ve doku AMH seviyesi; kontrol grubuna goére

istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir (p<0,05). Plazma AMH seviyesi, tedavi

gruplart (PKOS+Metformin grubu hari¢) ile kontrol grubu arasinda anlamli farklilik

gostermemistir. PKOS+Resveratrol ve PKOS+Metformin+Resveratrol gruplarinda PKOS

grubuna gore anlamli azalma tespit edilmistir (p<0,05). Tedavi gruplarinin doku AMH
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seviyesi, PKOS grubuna gore anlamli azalma gostermistir (p<0,001). Doku ve plazma

AMH seviyeleri birbiriyle paralellik gostermistir (Cizim 4.8, 4.9).

7
6 % %k
E k¥
T
= 5 * *
=1
= 4
2
o 3
g
o 2
o
1
0
PKOS+Metf
Kontrol PKOS | PKOS+Salin | ©KOS*Resve| PKOS+Metf | ormin
ratrol ormin +Resveratro
|
‘IAMH Plazma 3,192 5,093 3,941 3,935 4,569 3,927

Cizim 4.8.Kontrol, PKOS ve tedavi gruplarinda plazma AMH seviyelerinin karsilagtirilmasi. **
p<0.05; kontrol grubu ile kiyaslandiginda. *p<0.05; PKOS grubu ile kiyaslandiginda. Gruplardaki
degerler median (25-75 percentile) olarak ifade edildi.

12
-E % %k
[+F]
© 10 1
o
1]
£ 8 *
o * I *
2l
£ 6 I I I I —
e
[:Ti]
g -
[1-]
=
T 2 —
=
<L
0
PKOS+Met
. formi
Kontrol PKOS | PKOS+Salin | KOS*Resv| PKOS+Met | Tormin
eratrol formin +Resveratr
ol
‘ AMH Doku| 5,918 9,142 6,444 6,172 6,790 6,181

Cizim 4.9.Kontrol, PKOS ve tedavi gruplarinda doku AMH seviyelerinin karsilastirilmasi.. **
p<0.05; kontrol grubu ile kiyaslandiginda. *p<0.001; PKOS grubu ile kiyaslandiginda. Gruplardaki
degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.4.3. Plazma ve Doku TNF-a Tayini
PKOS grubuna ait siganlarin plazma TNF-a seviyesi; kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir (p<0,05). Tedavi gruplari kendi iginde veya
kontrol grubuyla anlamli bir farklilik géstermemistir ancak PKOS grubuna gore anlamli bir
diisiis gergeklesmistir (p<0,05). Doku TNF-a seviyeleri de bu sonuclarla korelasyon
gostermistir (Cizim 4.10, 4.11).

350 %

300 I

250 *
200
150

— %

*

100
50

TNF plazma diizeyleri ng/

PKOS+Metf
PKOS+Resv | PKOS+Metf ormin

eratrol ormin +Resveratro
|

‘ W TNFPlazma| 176,4800 276,5929 250,4171 195,4575 206,2211 193,8756

Kontrol PKOS PKOS+Salin

Cizim 4.10Kontrol, PKOS ve tedavi gruplarinda plazma TNF-a seviyelerinin
kargilastirilmasi.**p<0.05; kontrol grubu ile kiyaslandiginda. *p<0.05; PKOS grubu ile
kiyaslandiginda. Gruplardaki degerler ortalama (X)zstandart hata (SE) olarak ifade edildi.

_E, 45 o
-y 40 T
§ 3 T .
el * * T
g 30
p=]
° 25
=
5 20
=]
E 15
10
PKOS+Met
Kontrol PKOS PKOS+5ali | PKOS+Res PKOS+Met formin
n veratrol formin +Resveratr
ol
‘ITNF Doku| 25,860 36,097 32,039 28,639 28,796 27,947

Cizim 4.11.Kontrol, PKOS ve tedavi gruplarinda doku TNF-a seviyelerinin karsilastirilmast.**
p<0.001; kontrol grubu ile kiyaslandiginda. *p<0.05; PKOS grubu ile kiyaslandiginda. Gruplardaki
degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.4.4. Serum MDA Seviyeleri ile Lipit Peroksidasyonun Tayini
PKOS grubuna ait serum MDA seviyesi kontrol grubuna gore anlamli artig

gostermistir (p<0,05). Tedavi gruplarinda ise (PKOS+Metformin grubu harig), PKOS
grubuna gore anlamli azalma tespit edilmistir (p<0,05). Tedavi gruplar1 kendi aralarinda ve

kontrol grubuyla karsilastirildiginda  istatistiksel olarak anlamli  bir farklilik

saptanmamustir.(Cizim 4.12).

3,00
—
S,
[=1s]
£ 2,50 %
-
8 |
3 2,00
P
(o] T '|' _>|_<
= 1,50 *
g J
E 1,00 I 1
0,50 L
0,00
PKOS+Metf
. PKOS+R PKOS+Metf i
Kontrol PKOS PKOS+Salin Thesv Ve ormin
eratrol ormin +Resveratro
I
‘ MDA Serum 0,898 1,805 1,408 1,006 1,186 0,981

Cizim 4.12.Kontrol, PKOS ve tedavi gruplarinda serum MDA seviyelerinin karsilastirilmast.**
p<0.05; kontrol grubu ile kiyaslandiginda. *p<0.05; PKOS grubu ile kiyaslandiginda. Gruplardaki
degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.5. Isik Mikroskobi Bulgular:
4.5.1. H&E Boyamasi ve Folikiil Sayimi Bulgulan

Kontrol ve deney gruplarina ait siganlarin ovaryumlarinda bulunan folikiiller
morfolojik acidan degerlendirildi. Tiim gruplarda folikiilogenezin gesitli evrelerinde olan
folikdller gdzlemlendi.

Kontrol grubuna ait ovaryum kesitlerinde normal stroma ve olgunlagsmanin farkli
evrelerinde birgcok folikil ile ovulasyonun gdéstergesi olan korpus luteum gozlemlenmistir.
Granloza hucreleri diizglin ve siki bir dizilim gostermistir; olgun folikiillerde genellikle 6-
8 sira granuloza hiicre tabakasi gorilmiistiir. Teka hicreleri ise igsi goriinimlii normal
dizilim gostermistir. Teka hiicrelerinde hiperplazi gézlemlenmemistir. Oosit ve oositi

¢evreleyen zona pellusidada herhangi bir dejenerasyon goriilmemistir (Cizim 4.13).
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PKOS, PKOS+Salin ve PKOS+Etanol gruplarinin genel morfolojisine
bakildiginda; stromal hiperplazi, ¢ok sayida kistik ve atretik folikiil ile az sayida korpus
luteum gozlemlenmistir. Graniiloza hiicreleri kistik folikiillerde gevsek diizenlenmistir ve
1-2 sira hiicre tabakasindan meydana gelmistir. Kistik folikiillerin sivi dolu kavitesinde ¢ok
sayida dokiilmiis graniiloza hiicresi goriilmiistiir. Daha c¢ok sekonder ve Graaf
folikiillerinde olmak {izere, folikiiliin atreziye gittigini gosteren piknotik niikleuslu
apoptotik grantloza hicrelerine rastlanmilmistir. Apoptotik bulgular TUNEL ’de daha
ayrintili olarak aciklanmistir. Teka hiicrelerinde hiperplazi gozlemlenmis ve teka
tabakasinda kalinlagma meydana gelmistir. Oosit ve zona pellusidada dejenerasyon
gorilmistiir (Cizim 4.14, 4.15, 4.16).

PKOS+Resveratrol, PKOS+Metformin  ve ~ PKOS+Metformin+Resveratrol
gruplarinda artan korpus luteum sayis1 dikkati ¢ekmistir. PKOS+Resveratrol ve
PKOS+Metformin+Resveratrol grubunda kistik folikiile rastlanmamustir.
PKOS+Metformin grubunda ise az sayida kistik folikiil gézlemlenmistir. Atretik folikiil
sayis1 tedavi gruplarinda PKOS grubuna gore azalmistir. PKOS+Resveratrol ve
PKOS+Metformin+Resveratrol — gruplarinda yer yer apoptotik teka hiicrelerine
rastlanmistir. Bu tedavi gruplarinda teka hiicre hiperplazisi gozlemlenmemistir. Zona
pellusida oositle buttn halde ve normal goriinimdedir (Cizim 4.17, 4.18, 4.19).

Morfolojik  bulgulara ek olarak histomorfometrik inceleme yapilarak
folikiillogenezin ¢esitli asamalarindaki folikiil sayis1 degerlendirildi (Cizim 4.20).
Primordiyal folikiillerin sayisi incelendiginde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir azalma bulundu (p<0,05); tedavi gruplar1 kendi arasinda ve kontrol grubuyla
anlamli bir farklilik géstermezken, PKOS gruplarina gore anlamli artig gésterdi (p<0,05).
P. unilaminar ve P.multilaminar folikil sayilar1 kiyaslandiginda kontrol grubuna gore tiim
gruplarda anlamli bir azalma goézlemlendi (p<0.001). Tedavi gruplari, PKOS grubu ve
kendi arasinda herhangi bir fark gostermedi. Ancak p.multilaminar folikilde tedavi
gruplart PKOS+Salin grubuna gore anlamli yiiksek bulundu (p<0,05). Sekonder folikul
sayilar1 incelendiginde kontrol grubuna kiyasla PKOS, PKOS+Salin ve PKOS+Etanol
gruplarinda anlamli bir artis goriilmiistiir (p<0,05). Tedavi gruplar1 kendi arasinda veya
kontrol grubu ile anlamli bir farklilik gostermemistir. Graaf folikiil sayilari incelendiginde
kontrol grubuna kiyasla PKOS, PKOS+Salin ve PKOS+Etanol gruplarinda anlamli bir
azalma  gorilmistir  (p<0,05). PKOS+Resveratrol, PKOS+Metformin  ve
PKOS+Metformin+Resveratrol gruplari ise bu durumu diizelterek Graaf folikiil sayisinda

anlaml bir artis gostermistir(p<0,05) ancak tedavi gruplar1 kendi arasinda anlamli farklilik
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sergilememistir. Ovulasyon gostergesi olan korpus luteum PKOS+Resveratrol,
PKOS+Metformin ve PKOS+Metformin+Resveratrol grubunda PKOS gruplarina gore
anlamli artis géstermistir(p<0,05). Kontrol ve tedavi gruplari arasinda istatistiksel bir
anlamlilik saptanmamistir (p<0,05). Tedavi gruplar1 kendi iginde de korpus luteum sayisi
acisindan farklilik gostermemistir. Atretik folikiil sayisi incelendiginde kontrol grubuna
kiyasla tedavisiz PKOS gruplarinda anlamli artis gozlemlenirken(p<0,05), tedavi
gruplarinin bu sayiyr anlaml azaltti§i ve kontrol grubuyla fark gdstermedigi tespit
edilmistir. PKOS, PKOS+Salin ve PKOS+Etanol gruplarinda ¢ok sayida kistik folikiil

gozlemlenirken Kontrol ve tedavi gruplarinda kistik folikiile rastlanmamustir.

Cizim 4.13.Kontrol grubuna ait H&E mikrograflari. A, ¢ok sayida korpus luteum ve
folikiilogenezin ¢esitli evrelerinde folikiller gérilmektedir (4X). B, tersiyer folikil (40X)

Cizim 4.14 PKOS+Etanol grubuna ait H&E mikrograflari. A, Kistik folikullerin(*) goriildigi genel
morfoloji (10X). B, mural granulosa hicreleriyle baglantisin1 kaybetmis 0o0sitin ( =)
goriildiigi atretik folikiil (10X).
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Cizim 4.15.PKOS grubuna ait H&E mikrograflari. A-D, kistik folikillerin(*) goriildiigii genel
morfoloji (4X). C’de antruma dokiilmiis granuloza hiicreleri goriilmekte. E’de kistik folikiillerin
yani stra atretik folikiil (*) goriilmekte (10X). F, E’de yuvarlak icerisine alinan alanin biiyiitiilmiis
hali. Oklar ( — ) graniloza hiicre tabakasinin dokiilmesine ve genis kapiller (#) igeren
hiperplazik teka tabakasina isaret etmektedir (20X).
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Cizim 4.16.PKOS+Salin grubuna ait H&E mikrograflari. A-B, piknotik nukleuslu granuloza
hiicreleri ile dejenere oosit ve zona pellusida yapisi iceren atretik folikiiller goriilmektedir (40X).

Cizim 4.17.PKOS+Resveratrol grubuna ait H&E mikrograflari. A, genel morfoloji (4X). B,
tersiyer folikiil(40X).
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Cizim 4.18. PKOS+Metformin grubuna ait H&E mikrograflari. A, genel morfoloji (4X). B, tersiyer
folikdl (40X).
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Cizim 4.19.PKOS+Metformin+Resveratrol grubuna ait H&E mikrograflari. A, genel gorinim
(4X). B, tersiyer folikul (40X).
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120

80

60

40

primordiyal F. P.unilaminar F. P.multilaminar . Sekonder F. Tersiyer F. Korpus luteum Atretik F. Kistik F
= Kontrol 75,0000 51,5714 40,1429 9,2857 7,57 13,00 1,43 0,00
W PKOS+Salin 30,4286 32,2857 25,7143 12,8571 1,86 4,29 5,14 0,71
" PKOS 20,6364 33,7273 21,3636 13,0009 1,73 2,00 6,09 4,82
B PKOS+Etanol 27,8571 31,7143 24,5714 12,8571 2,57 3,57 5,43 1,29
W Resveratrol 56,5556 32,7778 20,7778 9,5556 544 1322 1,78 0,00
™ Metformin 56,6667 32,8889 20,1111 9,8889 5,11 1322 2,67 0,67

49,5556 32,6667 20,6667 95556 6,00 14,89 2,56 0,00
+Resveratrol

Cizim 4.20. Kontrol, PKOS ve tedavi gruplarindaki primordiyal, p.unilaminar, p.multilaminar,
sekonder, tersiyer, korpus Iuteum ve atretik folikiillerin sayilari. Primordiyal folikiil sayisi;
*p<0.001, *p<0.05; kontrol grubuyla kiyaslandiginda. *p<0.05; PKOS grubuyla kiyaslandiginda.
P.unilaminar folikil sayisi; *p<0.001; kontrol grubuyla kiyaslandiginda. P.multilaminar folikdl
sayist;  *p<0.001; kontrol grubuyla kiyaslandiginda, "p<0.05; PKOS+Salin grubuyla
kiyaslandiginda. Sekonder folikiil sayisi; *p<0.001; kontrol grubuyla kiyaslandiginda; *p<0.05;
PKOS, PKOS+Salin ve PKOS+Etanol gruplanyla kiyaslandiginda. Tersiyer folikiil sayisi;
'p<0.001; kontrol grubuyla kiyaslandiginda. *p<0.05; PKOS grubuyla karsilastirildiginda. Korpus
luteum sayisi; 'p<0.001; kontrol grubuyla kiyaslanduginda. ‘p<0.001; PKOS, PKOS+Salin ve
PKOS+Etanol gruplariyla kiyaslandiginda. Atretik folikiil sayis;; “p<0.001; kontrol grubuyla
kiyaslanduginda. 'p<0.001; PKOS, PKOS+Salin ve PKOS+Etanol gruplariyla kiyaslandiginda.
Kistik folikiil sayis1; 'p<0.001; kontrol ve tedavi gruplariyla kiyaslandiginda. Primordiyal ve
folikil grubundaki degerler median (25-75 percentile); P.unilaminar, P.multilaminar, sekonder,
tersiyer, atretik ve Kistik folikiller ile corpus luteum gruplarindaki degerler ortalama (X)+standart
hata (SE) olarak ifade edildi.

4.5.2. Masson Trikrom Boyama Bulgular
Kontrol grubuna ait ovaryum kesitleri morfolojik acidan incelendiginde; normal bir

stroma ve gelisimin farkli evrelerinde saglikli folikiiller goriilmiistiir (Cizim 4.21). PKOS,
PKOS+Salin, PKOS+Etanol gruplarinda ise ¢ok sayida kistik folikiil gozlemlenmistir. Bu
folikiillerde graniiloza hiicre tabakasi hi¢ yoktur veya 1-2 siraya indirgenmistir. Folikiil
boslugunda ¢ok sayida dokiilmiis graniiloza hiicresi gozlemlenmistir. Teka hiicre
tabakasinda ise kalinlagsma ve artan kan damari sayis1 dikkati ¢ekmistir. Bu gruplarda Kistik

folikiillerin yan1 sira apoptotik graniiloza hiicrelerinin goriildiigii ¢ok sayida atretik folikiil
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tespit edilmistir. Kontrol grubuna kiyasla korpus luteum sayisinda azalma tespit edilmistir
(Cizim 4.22, 4.23). PKOS+Resveratrol, PKOS+Metformin ve PKOS+Metformin+
Resveratrol tedavi gruplarinda ise kistik folikiile rastlanmamis ve atretik folikiil sayisinda
belirgin bir azalma goriilmistiir. Korpus luteum sayisinda artis gézlemlenmistir (Cizim

4.24, 4.25, 4.26).

Cizim 4.21. Kontrol grubuna ait MT mikrografi (10X). CL, korpus luteum; SF, sekonder
folikdl; PF, primer folikul; TF, tersiyer folikll. Oklar (—®), primordiyal folikiillere isaret
etmektedir.
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Cizim 4.22.PKOS grubuna ait MT mikrograflari. A, kistik folikiillerin goriildiigii ovaryum
morfolojisi (4X). B, kistik folikiiller (10X). C, B’de yuvarlak igerisine almman alanin biiyiik
blyutmedeki gorintusi (20X). Oklar (—), dokiilen granuloza hiicrelerine isaret etmektedir. KF,
kistik folikal.
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Cizim 4.23. A, PKOS+Etanol ve B, PKOS+Salin gruplarina ait MT mikrograflari. A, dejenere
olmus zona pellusida ( == ) ve piknotik nukleuslu granuloza hiicreleri igeren atretik folikul
(*)(40X). B, atretik folikul (20X).

Cizim 4.24 PKOS+Resveratrol grubuna ait MT mikrograflari. A, sekonder folikiil (20X). B, ¢esitli
evrelerdeki folikiller (10X). CL, korpus luteum; PF, primer folikil; SF, sekonder folikil; TF,
tersiyer folikul. Oklar (===, primordiyal folikul.

55



Cizim 4.25. PKOS+Metformin grubuna ait MT mikrograflart. A, folikiilogenezin cesitli
evresindeki folikiller (10X). B, tersiyer folikul (20X)

Cizim 4.26. PKOS+Metformin+Resveratrol grubuna ait MT mikrograflari. A, genel géruniim (4X).
B, sekonder folikil (20X). C, sekonder folikul (40X).
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4.5.3. Immiinohistokimya Bulgular

4.5.3.1. SIRT1 Isaretlemesi
Kontrol ve deney gruplarina ait tiim hayvanlarin ovaryumlarindaki SIRT1

immunoreaktivitesi incelendi (Cizim 4.27). Tum foliklllerin granuloza ve teka
hiicrelerinin nukleuslarindaki immiinohistokimyasal SIRT1 boyanma siddeti ve yayginligi
semikantitatif H-skor yontemi kullanilarak degerlendirildi. Elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak karsilastirildi (Cizim 4.28).

PKOS+Resveratrol ve PKOS+Metformin+Resveratrol grubunda  bulunan
folikiillerde SIRT1 immiinreaktivitesi PKOS grubuna kiyasla anlamli artis gOstermistir
(sirastyla p<0.05, p<0.001). PKOS+Metformin+Resveratrol grubu kontrol grubu ile de
anlamhi farklilik gdstermistir (p<0.05). Tedavi gruplar1 kendi aralarinda SIRTI1

ekspresyonu agisindan anlamli farklilik géstermemistir.
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Cizim 4.27.Kontrol, PKOS, PKOS+Resveratrol, PKOS+Metformin ve PKOS + Metformin
+Resveratrol gruplarina ait SIRT1 isaretlemesini gosteren 1g1k mikrograflari. A-B, kontrol grubu;
C-D, PKOS grubu (4X); E-F, PKOS+Resveratrol grubu; G-H, PKOS+Metformin grubu; I-J,
PKOS+Metformin+Resveratrol grubu.
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| SIRT1 dizeyleri 79,6000 21,2000 205,0000 162,4000 243,0000

Cizim 4.28. Kontrol, PKOS, PKOS+Salin, PKOS+Etanol, PKOS+Resveratrol, PKOS +
Metformin, PKOS+Metformin+Resveratrol gruplarina ait folikiillerin SIRT1 immiinreaktivitesine
ait H-skor ortalama degerleri.**p<0.001, *p<0.05; PKOS grubuyla kiyaslandiginda 1p<0.05;
kontrol grubuyla kiyaslandiginda. Gruplardaki degerler median (25-75 percentile) olarak ifade
edildi.

4.5.3.2. AMPK lsaretlemesi
Kontrol ve deney gruplarina ait hayvanlarin ovaryumlarindaki folikillerde AMPK

immunoreaktivitesi incelendi (Cizim 4.29a, 4.29b). Tum folikullerin graniiloza ve teka
hucrelerinde  AMPK  immiinreaktivitesi boyanma siddeti ve yayginlik seklinde
semikantitatif H-skor yontemi kullanilarak degerlendirildi. Elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak karsilastirildi (Cizim 4.30).

PKOS+Metformin ve PKOS+Metformin+Resveratrol gruplarina ait ovaryum
folikiillerinde AMPK immiinreaktivitesi PKOS grubuna gore anlamli artis gdstermistir
(p<0,05). Tedavi gruplar1 kendi arasinda ve kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir
farklilik tespit edilmemistir. AMPK immdinreaktivitesi en fazla tersiyer foliklllerde

gbzlemlenmistir.
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Cizim 4.29b. PKOS, PKOS+Resveratrol, PKOS+Metformin ve PKOS+Metformin+Resveratrol
gruplarina ait AMPK isaretlemesini gosteren 1sik mikrograflari. A-B, PKOS grubu; C-D,
PKOS+Resveratrol grubu; E-F, PKOS+Metformin grubu; G, PKOS+Metformin+Resveratrol

grubu.
300
% *
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o
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=
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° PKOS+M
+Me
Kontrol PKOS PKOS+Res PKOS+M8 tformin+R
veratrol tformin
esveratrol
| = AMPK Dizeyleri| 183,8000 150,6000 199,0000 241,0000 250,0000

Cizim 4.30.Kontrol, PKOS, PKOS+Resveratrol, PKOS+Metformin ve PKOS + Metformin
+Resveratrol gruplarina ait folikiillerin AMPK immiinreaktivitesine ait H-Skor ortalama
degerleri.*p<0.05; PKOS grubuyla kiyaslandiginda. Gruplardaki degerler median (25-75
percentile) olarak ifade edildi.
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4.5.3.3. TUNEL Isaretlemesi ile Apoptotik Hiicre Tayini
Kontrol ve deney gruplarina ait ovaryum folikiillerinde graniiloza ve teka hucre

tabakasindaki apoptotik hicreler TUNEL isaretlenmesi yoniinden her grupta ayri ayri
degerlendirildi (Cizim 4.31, 4.32, 4.33) ve apoptotik indeks degerleri hesaplandi (Cizim
4.34).

PKOS grubundaki folikillerin grantloza hucrelerinde apoptotik indeks degerlerinin
kontrol grubuna gére anlaml diizeyde arttig1 goriildi (p<0,05). PKOS indikli apoptozun
en fazla Graaf folikullerinin granuloza hicrelerinde gortlmesi dikkati cekti. PKOS
grubuna kiyasla PKOS+Resveratrol, PKOS+Metformin ve PKOS+Metformin+Resveratrol
gruplarina ait folikiillerin graniiloza hiicrelerinde goriillen TUNEL isaretlemesindeki
azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001).

PKOS grubundaki folikullerin teka hucrelerinde goriilen TUNEL (+) hiicre sayisi
kontrol grubuna gore anlamli artis gostermistir (p<0,05). Tedavi gruplari bu hiicrelerin

sayisin1 azaltmistir ancak anlamli bir fark yaratmamistir. Tedavi gruplar1 kendi aralarinda

ve kontrol grubuyla anlamli bir fark gostermemistir.

Cizim 4.31.Kontrol gruplarina ait TUNEL isaretlemesini gosteren 151k mikrograflari. A (20X), B,
(40X).




Cizim 4.32. PKOS, PKOS+Salin, PKOS+Etanol gruplarina ait TUNEL isaretlemesini gosteren 151k
mikrograflari. A-D, PKOS grubu; E-F, PKOS+Salin grubu; G-H, PKOS+Etanol grubu. B ve C,
A’da yuvarlak ve kare igerisine alinan alanin biiyiik biiyiitmedeki goriintiisii. D, TUNEL(+) hiicre
iceren apoptotik folikiil. F, E’de yuvarlak igerisine alinan alanin biiyiik biiytitmedeki goruntisd,
TUNEL(+) tersiyer folikil. G-H, apoptotik hiicreler iceren atretik folikuller = ). A,F,H (20X), B-
D(40X), E,G (10X).
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Cizim 4.33. PKOS+Resveratrol, PKOS+Metformin, PKOS+Metformin+Resveratrol gruplarina ait
TUNEL isaretlemesini  gOsteren 11k mikrograflari.  A-B, PKOS+Resveratrol; C-
D,PKOS+Metformin; E-F, PKOS+Metformin+Resveratrol. A,B,D (40X).
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Cizim 4.34.a. Kontrol, PKQOS, PKOS+Resveratrol, PKOS+Metformin ve

PKOS+Metformin+Resveratrol gruplarina ait folikillerdeki grantloza hucrelerinink TUNEL
isaretlemesi ile elde edilen apoptotik indekslerin ortalama degerleri.*p<0.05; kontrol grubuyla
kiyaslandiginda. #p<0.001; PKOS grubuyla kiyaslandiginda. Gruplardaki degerler ortalama
(X)standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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Cizim 4.34.b. Kontrol, PKOS, PKOS+Resveratrol, PKOS+Metformin ve PKOS + Metformin

+Resveratrol gruplarina ait folikiillerdeki teka hiicrelerinin TUNEL isaretlemesi ile elde edilen
apoptotik indekslerin ortalama degerleri.*p<0.05; kontrol grubuyla kiyaslandiginda. Gruplardaki
degerler median (25-75 percentile) olarak ifade edildi.
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4.6. TEM ile Ultrastriiktiirel inceleme
Kontrol grubuna ait folikullerin grantloza hucrelerinde belirgin niikleolus iceren

Okromatik nukleuslar izlendi. Bu hiicrelerin sitoplazmasinda belirgin gER ve serbest halde
bulunan bol miktarda ribozom gozlendi. Ayrica diizgiin membran yapisina sahip raf
seklinde kristali mitokondriyonlar izlendi. Komsu graniiloza hiicreleri arasinda hiicresel
baglanti ve uzantilar dikkati ¢ekti. Folikiil hiicrelerinin plazma membranlari ile folikiil
hiicreleri ve teka tabakasi arasindaki bazal membranin diizenli seyrettigi ve diizgiin bir
yapida oldugu gozlendi. Teka hiicreleri bol miktarda diiz ER, tiibller kristal
mitokondriyonlar ve ylksek oranda lipit damlacig1 igerigi ile tipik steroid sentezleyen
hicre ozellikleri gosterdi (Cizim 4.35). Oositlerin ultrastriiktiirii incelendiginde, kontrol
grubundaki ovaryumlarin primordiyal folikiillerine ait oositlerde 0kromatik yapidaki
nikleus ve sitoplazmaya dagilmis mitokondriyonlar goruldi (Cizim 4.35-A). Oosit etrafini
saran zona pellusida yapisinin diizgiin oldugu ve komsu folikiiler hiicrelerle bitunlik
olusturdugu gozlendi (Cizim 4.35-A).

PKOS, PKOS+Salin ve PKOS+Etanol gruplarma ait ileri evre folikillerdeki
graniiloza hiicrelerinin ¢ogunun niikleuslarinda kromatin materyalinin kondanse oldugu
dikkat c¢ekti. Graniiloza hiicre sitoplamasinda mitokondriyonlarin siskin yapida olmasi ile
birlikte krista yapisinda bozukluk ve dejenerasyon g6zlemlendi (Cizim 4.36a-C,D,E).
Sitoplazmada dejenere mitokondriyonlarin yani sira olduk¢a fazla miktarda sekonder
lizozomlarin goriilmesi(Cizim 4.36a-A,B) ve gER yapisinda genigleme (Cizim 4.36a-F)
tespit edildi. Diger gruplara gore PKOS grubunda graniiloza hiicreleri arasindaki mesafede
artis gozlemlendi (Cizim 4.36a-A,F). Ayrica antruma dokiilmiis ¢ok sayida apoptotik
grantloza hicresi dikkat gekti (Cizim 4.37-C). Apoptotik hicrelerde var olan sitoplazmik
uzantilarin anular (dairesel) sekilli oldugu goriildii (Cizim 4.38-F).Teka hiicre tabakasinda
hlcreler arasi alanda artis tespit edildi (Cizim 4.36b-A). Ayrica bu hiicrelerde asir1
miktarda lipid birikimi ve krista yapisi bozulmus dejenere mitokondri (Cizim 4.36b-C,D).
ile bol miktarda sekonder lizozom (Cizim 4.37-A) g6zlemlendi. PKOS grubunda bazi
folliktllerde oositlerin zona pellusida yapisinda dejenerasyon ve perivitellin boslukta
genisleme goriildii; bazi oositlerin oolemma yapisinda yirtik ve kopmalarin varhigr dikkat
cekti (4.36¢c-A,B).

PKOS+Resveratrol, PKOS+Metformin ve PKOS+Metformin+Resveratrol
tedavi gruplarindaki folikullerde apoptotik gorinimli grandloza hicrelerinin PKOS
grubuna gore daha seyrek oldugu ve graniiloza hiicreleri arasinda daha az apoptotik cisim

bulundugu goézlemlendi (Cizim 4.39-A). Granilloza hicre sitoplazmasinda her ne kadar
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mitokondriyon dejenerasyonlari, sekonder lizozomlar ve lipit damlaciklar1 goriilse de
sayilarinin PKOS grubuna gore daha az olmasi ve mitokondriyonlarin kristalarinin
miktarindaki artis dikkati c¢ekti (Cizim 4.39-B, 4.40). Ayrica gER yapisinin normale
dondiigii tespit edildi (Cizim 4.40-B). Teka hiicre tabakasindaki hiicrelerde diizenli bir
yapilagma ve saglikli mitokondri yapisi gézlemlendi (Cizim 4.40-B,D). Tedavi gruplarina
ait ooositler ultrastriktiirel olarak incelendiginde diizgiin bir zona pellusida yapisi ve
cevreleyen graniiloza hiicreleriyle arasinda biitiinliik tespit edildi (Cizim 4.39-E,F; Cizim
4.40-E,F; Cizim 4.41-D).

Gizim 4.35. Kontrol grubuna ait elektron mikrograflar. A, primer folikil (6000X). B, graniloza ve
teka hiicre tabakalarinin genel gériinimi (5000X). C, graniiloza hiicre tabakasi (12000X). D, teka
hiicre tabakas1 ve okbasi (A )ile gosterilen lipid damlaciklar1 (7500X). Gh, graniiloza hiicresi; Tih,
teka interna hiicresi; Teh, teka eksterna hiicresi. *, oosit.
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Cizim 4.36a.PKOS grubu graniloza hicrelerine ait elektron mikrograflar. A, graniloza hiicreleri
arasindaki alanda artis ve ¢ok sayida sekonder lizozom (*) igeren apoptotik graniloza hicreleri
(5000X). B, A’da yuvarlak icerisine alman alanin biiylik biiylitmedeki goriintiisii; apoptotik
graniiloza hiicresi (12000X). C, graniiloza hiicrelerinde dejenere mitokondri ve asir1 lipid damlacig
birikimi (20000X). D, C’de dikdortgen igerisine alinan alanin biylUk biyttmedeki goriintusi
(40000X). (==>), krista yapis1 bozulmus, sismis, dejenere mitokondriye; * ise asir1 lipid damlacigi
birikimine isaret etmektedir.E, graniiloza hiicresinde ¢ok sayida dejenere mitokondri (15000X). F,
hiicreler arasi alanda artis (== ve genislemis endoplazmik retikulum ( A) goriilmektedir (30000X).
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Cizim 4.36b. PKOS grubu teka hiicrelerine ait elektron mikrograflar. A, teka hiicre tabakasina ait
genel goriinim (5000X). Teka hiicre tabakasinda kontrole gore artan bir kalinlagsma
gozlemlenmektedir. Siyah ok (==), teka hiicreleri arasindaki alanda artisa isaret etmektedir. B, teka
hiicre tabakasi (5000X). C, teka hiicrelerinde asirt lipid birikimi (*) ve dejenere mitokondri (=)
gbzlemlenmektedir (10000X). D, C’de dikdortgen igine alinan alanin biyiik blyltmedeki
gorintusi (30000X).

Cizim 4.36¢.PKOS grubu oosite ait elektron mikrograflar. A, oositi ¢evreleyen zona pellusida ile
granuloza hucreleri gérulmektedir (5000X). B, A’da yuvarlak igerisine alinmig alanin blyuk
blyutmedeki goruntiisi (10000X). Oklar (==, oosit-zona pellusida-graniiloza hiicreleri arasindaki
kopmaya isaret etmektedir. Os, oosit.
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Cizim 4.37. PKOS+Salin grubuna ait elektron mikrograflar. A, teka hiicre tabakasinin genel
gériiniimii (5000X). B, ¢ok sayida sekonder lizozom ( %) igeren teka hiicresi (5000X). C, antruma
dokiilmiis apoptotik graniiloza hiicresi (5000X). D, oosit ve etrafinda bol miktarda sekonder
lizozom igeren graniloza hiicresi (5000X). Gh, grantiloza hiicresi; Os, 0osit.
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Cizim 4.38. PKOS+Etanol grubuna ait elektron mikrograflar. A, graniloza ve teka hcre
tabakalarmin genel goriinimii (5000X). B, graniiloza hiicreleri (5000X). C, teka hicreleri
(15000X). D, C’de dikdortgen igerisine alinan alanin bilyiik biiyiitmedeki goriintiisii (30000X).
OkKlar (=), krista yapisi bozulmus ve sismis mitokondriye isaret etmektedir. E, graniiloza hiicreleri
arasindaki sitoplazmik baglantilar ile dejenere mitokondri goriilmektedir (15000X). F, E’de
kesintili yuvarlak igerisine alinan alanin bilyiik bityiitmedeki goriintiisii (30000X). Yuvarlak i¢ine
alinan bolgelerde ( O ), annular yapidaki uzantilar goriilmektedir. ( ===) , dejenere mitokondriye
isaret etmektedir.
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Cizim 4.39. PKOS+Resveratrol grubuna ait elektron mikrograflar. A, graniiloza hiicre tabakasi
(6000X).B, graniiloza hiicrelerinde saglikli mitokondri ve krista yapisi (30000X). C, teka hiicre
tabakas1 (12000X). D, teka hiicrelerinde saglam mitokondri ve krista yapis1 (20000X). E-F, saglikli
oosit-zona pellusida ve granuloza hicreleri (10000X).
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Cizim 4.40. PKOS+Metformin grubuna ait elektron mikrograflar. A, graniiloza hiicre tabakasi
genel goriiniim (5000X). B, graniiloza hiicrelerinde kesintili okla (- % ) gosterilen saglikl
mitokondri (30000X). C, teka hiicre tabakasi genel goriiniim (20000X). D, teka hiicresinde kesintili
okla (- -*) gosterilen saglikli mitokondri (30000X). E, oosit-zona pellusida ve graniiloza hiicresi
(5000X). F, oosit-zona pellusida ve graniiloza hiicreleri arasindaki biitiinliik goriilmekte (10000X).
G, graniloza hiicresi; T, teka hiicresi; O, oosit; Z, zona pellusida.
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Cizim 4.41. PKOS+Metformin+Resveratrol grubuna ait elektron mikrograflar. A, graniloza ve
teka hiicre tabakasi (5000X). B, graniiloza hiicreleri (6000X). C, teka hiicreleri (5000X). D, saglikli
oosit-zona pellusida ve grantloza hiicreleri (5000X). Gh, graniiloza hiicresi; Th, teka hcresi; Os,
00sit.
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5. TARTISMA

PKOS, basit lokal bir rahatsizliktan c¢ok kronik, sistemik bir hastalik olarak
nitelendirilmistir (Murri ve dig. 2013). Bu nedenle literatiirde tedaviye yonelik ¢ok sayida
Klinik ve in vitro ¢alisma bulunmaktadir. Ancak PKOS’un sistemik bir hastalik olmasi ve
folikiil gelisiminde 6nemli bir etken olan hiicre-hiicre etkilesimlerinin in vitro ortamda
yeteri kadar saglanamamasi konunun aydinlatilmasinda yetersiz kalmaktadir ve ¢ikan
sonuglarin in vivo caligmalarla desteklenmesi gerekmektedir. Bu gerekcgelerden dolay:
olusturulan PKOS modelinde resveratrol ve metforminin potansiyel iyilestirici etkilerinin
degerlendirilmesi amaclanan bu ¢alismada, deneylerin si¢anlar {izerinde in vivo olarak
gerceklestirilmesi  tercih  edilmistir. PKOS sendromuna sahip kadinlarin ¢ogu
semptomlarin1 pubertede gosterdigi i¢in deney hayvani olarak 3 haftalik prepubertal sigan
secilmistir (Mahesh ve dig. 1970). Hiperandrojenemi PKOS’un temel patojenezini
meydana getirdiginden dolayi, hayvanlarda olusturulan PKOS modelleri asir1 androjen
uygulamasiyla olusturulmaktadir (Solano ve dig. 2011, Masszi ve dig. 2013). Bu nedenle
calismamizda, deney hayvanlarinda PKOS modeli olusturmak igin bir androjen olan
DHEA uygulamasi tercih edildi.

Calismamizda PKOS’un ovaryumda goriilen histopatolojik etkilerine karsi
metformin ve resveratrolin potansiyel iyilestirici Ozelligi biyokimyasal, morfolojik,
immunohistokimyasal ve ultrastriikttrel olarak incelenmistir.

PKOS semptomlarindan biri olan anovulasyonu tespit etmek igin vajinal smearla
sicanlarin Ostrus durumu tayin edilmistir DHEA uygulanan siganlarin diizenli Ostrus
siklusunu kaybettigi daha onceki ¢aligmalarda gosterilmistir (Jang ve dig. 2014). Bizim
calismamizda da DHEA uygulanan siganlarin diizensiz ve uzamis siklus gosterdigi tespit
edilmistir.

Gruplardaki viicut agirliklart degerlendirildiginde, PKOS olusturulmus deney
grubunun agirlik agisindan kontrole gore artis gosterdigi ve Metformin uygulanan tedavi
grubunun bu artist azalttigt ve kontrole yakin degerler aldig1 istatistiksel olarak
belirlenmistir. Bu bulgularimiz daha once Sun ve arkadaslarimin yaptigi c¢alisma ile
ortismektedir (Sun ve dig. 2016). Tedavi gruplarindan Metformin ve
Metformin+Resveratrol grubunda viicut agirligi agisindan anlamli azalis goriiliirken
Resveratrol tedavi grubunda gorilmemesi, bu etkinin Metformin kaynakli oldugunu
diisiindiirmektedir. Kyselova ve arkadaslar1 da farelerde yaptiklar1 ¢alismada resveratroliin

viicut agirligina etki etmedigini tespit etmistir (Kyselova ve dig. 2003). Ovaryum agirligi
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bulgular1 ve istatistiksel sonuglar da viicut agirliklar ile paralellik gostermistir. Resveratrol
uygulamast her ne kadar PKOS grubuyla karsilagtirildiginda ovaryum agirligini azaltsa da
anlaml bir fark olusturamamustir. Ayrica ¢alismada resveratroliin diger organlar iizerindeki
etkisine bakilmadigindan dolayi, ovaryum agirligmi diistirse dahi bu durum tek basina
viicut agirligini diisirmeye yeterli gelmemis olabilir.

PKOS’ta bozulan gonadotropin salinimiyla iliskili olarak FSH ile kiyaslandiginda
artan LH sekresyonu ve dolayisiyla LH/FSH oraninda yiikselme g6zlemlenmektedir
(Ehrmann 2005). Calismamizda tedavi gruplarinin FSH seviyeleri {izerinde istatistiksel
olarak anlamli bir etki olusturmadigi tespit edilmistir. Serum LH seviyesi ise kontrol
grubuna kiyasla tedavi almayan PKOS gruplarinda anlamli artig gostermistir. Tedavi
gruplart kendi i¢inde ve kontrol grubuyla anlamli bir farklilik sergilemezken PKOS
grubuna gore anlamli azalma gostermistir. Gruplara ait LH/FSH oranina baktigimizda,
tedavi gruplarmin PKOS’da gozlemlenen artmis LH/FSH oranmi distrdigi tespit
edilmistir. Elde ettigimiz bu bulgular 1s18inda tedavi gruplariin, 6zellikle resveratroliin,
gonadotropinlerin salinimimi etkileyerek ovulasyonu diizene soktugu soylenebilir. Sun ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alisma da metforminin bu etkisini dogrulamaktadir.

Serum testosteron seviyesine bakildiginda, PKOS grubunda asir1 androjen
birikimi oldugu i¢in kontrol grubuna gore anlamli artis tespit edilmistir. Resveratrol grubu
haricindeki tedavi gruplar1 serum testosteron seviyesini kontrol grubunun seviyesine
diistirememistir; ancak PKOS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit
edilmistir. Resveratrol grubunda anlamli diisiis goriiliirken Resveratrol+Metformin tedavi
grubunda gorulmemesi metformin ile resveratroliin androjen seviyesi (izerinde antagonist
caligabilecegini disiindiirmiistiir. Resveratrolin hiperandrojenizmi dizenlemesi teka
hicreleri Uzerindeki anti-proliferatif veya pro-apoptotik etkilerinden kaynaklanmis olabilir.
Bu hipotezimiz Ortega ve arkadaslarinin in vitro teka-interstisyel hiicrelerde yapmis
oldugu deneyde resveratroliin, androjen iretimini ve proliferasyonu inhibe etmesiyle
paralellik gostermektedir (Ortega ve dig. 2012). Resveratroliin bu etkiyi teka-interstisyel
hlcrelerde androjen biyosentez yolaginda gorevli enzim olan Cypl7al’in ekspresyonunu
inhibe ederek gergeklestirdigi diisiiniilmektedir. Bizim bulgularimizdan farkli olarak Sun
ve arkadaslar1 (2013) metforminin serum testosterone seviyesini diisiirdiiglinii tespit etmis
ve bu sonucu metforminin insulin direncini diisiirerek hiperandrojenizmi etkilemis
olabilecegi seklinde agiklamislardir. Bulgularimizdaki bu farklilik ¢aligmalarimizda farkli

metformin dozu ve uygulama siiresi segisimizden kaynaklanmis olabilir.
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En ¢ok kiiciik antral folikiillerden salinan ve menstrual siklustan bagimsiz en iyi
PKOS belirteglerinden olan AMH (Eilertsen ve dig. 2012).; PKOS grubunda anlamli artis
gostermis, tedavi gruplari ise bu seviyeyi diistirmiistir. Metforminin PKOS’lu hastalarda
AMH seviyesini disiirdiigii ve ovulasyonu diizenledigi daha onceki ¢alismalarda rapor
edilmistir (Neagu 2012). Resveratrolin PKOS modelinde AMH iizerindeki iyilestirici
etkisi ise ilk defa Ergenoglu ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada gosterilmistir (Ergenoglu
ve dig. 2015). Resveratroliin farkli dozunun denendigi bu c¢alismamiz da ikinci kez bu
bulguyu desteklemistir.

Oksidatif stresin PKOS patojenezinde potansiyel rol oynadigi bilinmektedir (Zuo
ve dig. 2016). Calismamizda PKOS gruplarinda artan MDA seviyesi lipid peroksidasyon
yoluyla oksidatif stresin artmis oldugunu gostermektedir. Tedavi gruplarindan Resveratrol
ve Resveratrol+Metformin grubunun serum MDA seviyesini PKOS grubuna goére anlamli
oranda diisiirmesi, Metformin uygulanan grupta ise bir fark goriilmemesi iyilesmenin
resveratroliin antioksidan 6zelligi sayesinde oldugunu diistindiirmektedir. Resveratroliin
ovaryumda (Banu ve dig. 2016) ve diger dokulardaki (Cheserek ve dig. 2016) antioksidan
0zelligi daha onceki calismalarda gosterilmistir.

Oksidatif stres (OS) ile inflamasyon arasinda siki bir baglanti oldugu kabul
edilmektedir (Zuo ve dig. 2016) ve PKOS diisiik dereceli inflamasyonla iligkili
bulunmustur (Ortega ve Duleba 2015). Calismamizda da PKOS grubuna siganlarda doku
ve plazma TNF-a seviyesi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis
gostermistir. Ug tedavi grubu da doku ve plazmadaki TNF-a seviyelerini anlamli derecede
azaltmigtir. Resveratrolin ve metforminin diger dokulardaki antiinflamatuvar etkileri daha
once yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Rege ve dig 2013, Li ve dig. 2016). Bu ¢alismada
ise DHEA uygulanmis ovaryum {izerindeki etkileri tespit edilerek antiinflamatuvar
ozellikleri bir kez daha ispatlanmistir. Calisma ayrica PKOS modeli iizerinde resveratroliin
TNF-a seviyesine etkisini inceleyen ilk ¢calismadir.

Ovaryum morfolojisi incelendiginde PKOS grubuna ait si¢anlarda primordiyal
folikiil sayisinin azaldig1 ve ovaryum rezervinin diistiigii tespit edilmistir. Tedavi gruplar
ise bu azalmay1 anlamli 6lgiide azaltmistir. PKOS grubuna ait si¢anlar herhangi bir tedavi
almadig1 icin hizla primordiyal folikiil kaybina ugrarken, tedavi gruplarinda bu hizin
azalmasi, resveratrol ve metforminin bu etkiyi primordiyal folikilden primer folikile
gecisi inhibe ederek gerceklestirmis olabilecegini diislindiirmiistiir.

Primer folikiil sayisi incelendiginde sadece kontrol grubu ile istatistiksel olarak

anlamli bir fark tespit edilmistir. Genel olarak PKOS ve tedavi gruplar1 arasinda primer
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folikiil sayis1 agisindan bir fark goriilmemistir. PKOS’ta primordiyal havuz azalirken
primer folikiillerin beklendigi kadar c¢ok olmayisi; folikiilogenez siirecindeki bu
folikiillerin bir kismmin sekonder folikiile doniismiis olmasi, bir kismimin ise atreziye
ugramis olmasindan kaynaklanabilir. Bu diisiincemiz PKOS grubunda goriilen artmis
sekonder ve atretik folikiil sayis1 ile uyusmaktadir.

Sekonder folikiil sayisi incelendiginde en fazla PKOS grubunda tespit edilmistir.
Bu grupta azalan primordiyal folikillerin folikiilogenezle birlikte sekonder folikdllere
doniismiis olabilecegini diisiinmekteyiz. PKOS grubuna ait doku ve plazmada artan AMH
seviyesi de bu bulgularimiz1 desteklemektedir.

Tersiyer folikiil sayisi incelendiginde tedavi gruplart ve kontrol grubu arasinda
anlaml fark gorilmezken, PKOS grubunda istatistiksel olarak diisiis tespit edilmistir. Bu
bulgu tedavi gruplarinin folikiilogenezi diizenleyerek normale yakin bir duruma getirdigini
gostermistir. PKOS grubunda sayisi artan sekonder folikiiller tersiyer folikiile
dontisemedigi i¢in, tersiyer folikiil sayis1 kontrole gore anlamli derecede diisiik ¢ikmugtir.

Korpus luteum sayisi da tersiyer folikiil sayisiyla paralel olarak kontrol ve tedavi
gruplarinda yaklasik olarak ayni degerleri alirken PKOS grubunda sayist oldukg¢a azdir.
Bunun nedeni de PKOS’ta folikiilogenezin sekonder folikiil asamasinda durmasi ve
ovulasyon gerceklesmedigi i¢in korpus luteumun olusamamasidir. Bu agidan bakildiginda
tedavi gruplar1 folikiilogenezi diizenleyerek ovulasyonun gerceklesmesini saglamigtir.
Ergenoglu ve arkadaglariin (2015) resveratrol ile yaptiklart calisma da bizim
bulgularimizi destekler niteliktedir.

PKOS’lu siganlarin ovaryumunda bu folikiillerin yani sira kontrol ve tedavi
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli artig gosteren ¢ok sayida Kistik ve atretik folikul
gozlemlenmistir. Kistik folikiillerde graniiloza hiicre tabakasi ¢ok azalmistir ve teka
hiicrelerinde hiperplazi gozlemlenmistir. H&E boyali kesitlerde gozlemlenen atretik
folikiiller, TUNEL ve elektron mikroskobik bulgularla da desteklenmistir.

TUNEL isaretlemelerini degerlendirdigimizde PKOS grubuna ait siganlarda
folikiilogenezin farkli agamalarindaki folikiillerin TUNEL(+) oldugunu tespit ettik. Tedavi
gruplarini inceledigimizde resveratrol grubuna ait folikiillerin teka hiicrelerinde apoptoza
rastlandigi ancak bunun anlamli fark olusturmadigini tespit ettik. Hayvan sayisinin
arttirlldigy ileriki calismalarin bu konuya 151k tutacagini diisiinmekteyiz. Zira Wong ve
arkadaglarmin (2010) yaptig1 ¢alismada resveratroliin teka hiicreleri {izerinde pro-apoptotik
etkiler gosterdigi rapor edilmistir. Bu sayede resveratrolin PKOS gibi teka hucre

hiperplazisi gosteren hastaliklarda potansiyel tedavi edici etkisi olabilir. Resveratrol
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grubuna ait folikiillerde graniiloza hiicre apoptozuna ¢ok rastlanmamasi Maccarone (1999)
ve Ortega’nin (2012) ‘resveratrol graniloza hucreleri Uzerinde anti-apoptotik etki
gostemistir’ hipotezi ile uyusmaktadir.

Resveratroliin SIRT1 mRNA ekspresyonunu arttirarak deasetilasyon mekanizmasi
tizerinden luteal faz bozuklugunda potansiyel tedavi edici oldugu daha 6nceki ¢alismalarda
tespit edilmistir (Morita ve dig. 2012). PKOS ve tedavi gruplarina ait immun boyamalara
bakildiginda SIRT1 ve AMPK immiinreaktivitesinin PKOS grubunda az, tedavi
gruplarinda ise fazla oldugu tespit edilmistir. En fazla ekspresyonun ise kombine tedavi
grubunda oldugu gézlemlenmistir. Bu durum SIRT1 aktivatori olan resveratrol ile AMPK
aktivatorii olan metforminin sinerjik ¢aligmasi sonucu meydana gelmis olabilir.
Resveratrolin AMPK’y1 indirekt aktive etme yeteneginin olmasi (Benrick 2013) da bu
sonucta etkili olmus olabilir.

Elektron mikroskobi bulgularinda; PKOS grubuna ait si¢anlarda teka hiicrelerinde
asirt lipid birikimi ve sismis, krista yapisi bozulmus dejenere mitokondri gézlemlenmistir.
Bu durum PKOS’ta goriilen teka hiicre hiperplazisi ve dolayisiyla hiperandrojenizm
kaynakli olabilir. Clinkii PKOS patojenezinden biri olan hiperandrojenizmde steroid
yapidaki androjenlerin asirt birikimi s6zkonusudur ve teka hicrelerinde normalden fazla
lipid damlacigimin goriilmesi bunun sonucu olabilir. Ayrica hiicredeki asir1 salgi tiretimi
enerji homeostazindan sorumlu mitokondriyonda dejenerasyona yol agmis olabilir.
Graniiloza hiicrelerinde ise hiicreler arasi alanda artig, normalden fazla lipid damlacigi
birikimi, dejenere mitokondri ve ¢ok sayida sekonder lizozom gozlemlenmistir. Sekonder
lizozomlara bagli olarak ¢ok sayida apoptotik graniiloza hiicresi tespit edilmistir. Yine bu
bulgular da PKOS grubuna ait graniiloza hiicrelerinde artis gosteren TUNEL(+) hiicre
sayisiyla paralellik gostermistir. Bunun yani sira bu hiicrelerde gER yapisinda genisleme
tespit edilmis ve bu bulgu Sun ve arkadaglar1 tarafindan da PKOS grubuna ait siganlarda
tespit edilmistir (Sun ve dig. 2013). Granuloza hiicrelerinde gorulen bu dejenerasyon ve
apoptoz, aromataz enziminin calisamamasina ve dolayisiyla PKOS’ta goriilen asiri
androjen birikimine neden olmaktadir. Oosit incelendiginde ise zona pellusida ile
baglantisinin azaldig1 ve yer yer kopmalarin oldug: tespit edilmistir. Aym1 sekilde zona
pellusida ve graniiloza hiicreleri arasindaki alanda artis gozlemlenmistir. Tedavi
gruplarinda ise teka ve graniiloza hiicre tabakalarinda hiicreler arasi mesafenin azaldigi,
krista yapilarmin net se¢ildigi saglikli mitokondri ve gER yapist gozlemlenmistir.
Apoptotik grantloza hucre sayisinda azalma gozlemlenmistir. Bu bulgular PKOS’ta

gortlen graniloza hicre defektlerinin tedavi gruplari tarafindan kontrole yakin
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indirgendigini gostermistir. Oosit ile onu ¢evreleyen zona pellusida yapisinda ise biitiinliik
gorilmiistiir.

Sonug olarak bu g¢alisma ile PKOS modeli olusturulan sicanlarda primordiyal
folikiil havuzunun azaldigini, hiperandrojenizm kaynakli kistik folikiil olusumu ve
sekonder folikiilden tersiyer folikiile gecisin bloklanmasi nedeniyle ovulasyonun sekteye
ugradigint ¢esitli yontemlerle tespit ettik. Oksidatif stres ve inflamasyon PKOS
patojenezinin esasini olusturdugundan, bu parametreler iizerinde yogunlastik. Calismamiz
PKOS modelinde resveratroliin bir inflamasyon belirteci olan TNF-a tizerindeki etkilerine
bakildigi ilk ¢alismadir. Ayrica bu ¢aligma resveratroliin bu dozda denendigi ilk ¢aligma
olma 6zelligi tagimaktadir. Bunun yam sira literatiirde PKOS modelinde resveratrol ve
metforminin birlikte kullamldigi bir calisma bulunmamaktadir. Onemli infertilite
sebeplerinden olan PKOS’un halk sagligina verdigi olumsuz etkilerden 6turti potansiyel
tedavi edicilerin arastirilmasi ve uygun dozunun bulunmasi gerekmektedir. Bu ¢aligmada
resveratroliin antioksidan etkileriyle SIRT1 yolagi iizerinden oksidatif stresi azaltarak
hiicre hasarini onardigini, inflamasyonu azalttigini, hormonal bozuklugu dengeye sokup
folikiilogenez mekanizmasini diizenleyerek PKOS semptomlarin1 bilylk 6l¢lide ortadan
kaldirdigr goriilmektedir. Metforminin daha onceki c¢alismalarda ispatlanmis olumlu
etkileri goz Oniine alindiginda, resveratrol ile birlikte kombine kullaniminin PKOS

tedavisinde etkili bir yontem olacagini diisiinmekteyiz
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6.SONUC ve ONERILER

Polikistik over sendromu iireme ¢agindaki kadinlarda goriilen en yaygin endokrin
bozukluklardan biridir ve anovulatuar infertilitenin esas nedenidir (Joham ve dig 2015).
PKOS patojenezi kesin olarak tanimlanamamakla birlikte hiperandrojenizm, oksidatif stres
ve inflamasyon temel nedenleri arasinda gosterilmektedir (Murri ve dig. 2013, Zhang ve
dig. 2012, Lim ve dig. 2012, DeGroot 2011, Moran ve dig. 2010).

Metformin, Tip II diyabet tedavisinde kullanilan antihiperglisemik bir ilagtir (Essah
ve dig. 2006). Bu ilacin PKOS tedavisinde de yararli oldugu kanitlanmistir. PKOS’lu
hastalarla yapilan klinik calismalarda metforminin menstriiel siklusu diizenledigi,
hiperinsiilinemiyi iyilestirdigi ve hiperandrojenemiyi azalttigi gosterilmistir (Essah ve dig.
2006, Moghetti ve dig. 2000). Metforminin yan etkileri seyrek olmasina ragmen,
hastalarda %30’a kadar varan oranda ishal, kramp, bulant1 ve kusma gibi gastrointestinal
semptomlar goriildiigii ve uygulanmasmin birakildigi rapor edilmistir. Bu nedenle
metforminin uygulanmasi gereken dozun azaltilacagi yeni stratejiler gelistirilmelidir
(Okayasu ve dig. 2012).

Resveratrol (3,5,4 trihydroxystilbene), bakteri ya da mantar gibi patojen
saldirilarina kars1 cesitli bitkiler tarafindan fitoaleksin olarak sentezlenen dogal bir
polifenoldiir. SIRT1 aktivatorii olan bu biyoflavonoid dut, fistik, iiziim ve dolayisiyla
kirmizi sarapta dogal olarak bulunur (Baur ve Sinclair 2006). Resveratrolin anti-
karsinojenik, anti-oksidant, anti-inflamatuvar, kardiyoprotektif ve noroprotektif etkileri
bulunmaktadir (Nassiri-Asl ve Hosseinzadeh 2009, Yousuf ve dig. 2009).

Bu c¢aligmada resveratroliin, diger ovaryum c¢alismalarina gore farkli dozu
denenerek tek basmna ve metforminle birlikte PKOS iizerindeki potansiyel iyilestirici
etkileri degerlendirildi. PKOS’un diinyadaki kadinlarin yaklasik %5-10’unu etkiledigi gz
Online alindiginda, infertilite nedeni olan bu hastalifa karsi tedavi edici Onlemlerin
alinmas1 gerekmektedir. Resveratroliin dogal bir antioksidan olusu, daha dnceki in vitro
calismalarda steroidogenez (izerindeki potansiyel iyilestirici etkilerinin gozlemlenmesi bize
bu polifenoliin PKOS tedavisinde etkili bir ajan olabilecegini diisiindiirmiistiir ve elde
ettigimiz bulgular hipotezimizi desteklemistir. Metformin PKOS’ta goriilen insiilin
direncini diisirmesinin yani1 sira ovulasyonu da diizenlemektedir ancak metforminin PKOS
icin tam anlamiyla etkili bir tedavi yontemi olmayis1 arastirmacilart yeni arayislara

sokmustur.
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Metformin dozunun azaltilip resveratrolle birlikte kullanildigi yeni tedavi
yontemlerinin infertilite etmeni, sistemik ve endokrin olan bu hastaliga ¢éziimde 151k
tutacagimi diisiinmekteyiz. Ancak elde ettigimiz bu bulgularin ileriki klinik c¢alismalarla

desteklenmesi gerekmektedir.
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