T.C
CELAL BAYAR UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
KADIN HASTALIKLARI VE DOGUM ANABILIM DALI

DENEYSEL POLIKISTIK OVER SENDROMU MODELINDE KLOMIFEN
SITRAT VE ANTIOKSIDAN UYGULAMASININ ENDOMETRIUMDAKI
OKSIDATIF DURUM VE OSTROJEN RESEPTORU UZERINE ETKISI

TIPTA UZMANLIK TEZI

Dr. SERIFE DIKAYAK

Danigsman
Prof. Dr. NACI KEMAL KUSCU

MANISA - 2013



T.C
CELAL BAYAR UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
KADIN HASTALIKLARI VE DOGUM ANABILIM DALI

DENEYSEL POLIKISTIK OVER SENDROMU MODELINDE KLOMIFEN
SITRAT VE ANTIOKSIDAN UYGULAMASININ ENDOMETRIUMDAKI
OKSIDATIF DURUM VE OSTROJEN RESEPTORU UZERINE ETKISI

TIPTA UZMANLIK TEZI

Dr. SERIFE DIKAYAK

Danigsman
Prof. Dr. NACI KEMAL KUSCU

MANISA - 2013



ICINDEKILER

KISALTMALAR
TABLO VE SEKIL LISTESI
TESEKKUR
OZET
ABSTRACT
1. GIRIS VE AMAC
2. GENEL BILGILER
2.1 Polikistik Over Sendromu
2.1.1 Tarihge
2.1.2 Tani Olgitleri
2.1.3 Fizyopatoloji
2.1.4 Klinik Bulgular
2.1.5 Uzun D6nem Saglik Riskleri
2.2 Oksidatif Stres, Serbest Radikaller ve Anti-oksidanlar
2.2.1 Reaktif Oksijen Turleri
2.2.2 Reaktif Azot-Oksijen Turleri
2.2.3 Reaktif Oksijen Turlerinin Hucre Bilesenlerine Etkisi
2.2.4 Anti-Oksidan Savunma Sistemi
2.2.5 Oksidatif Stres-PKOS-Over ve Endometriyuma Etkileri
2.2.6 Polikistik Over Sendromu ve Klomifen Sitrat
3. GEREC VE YONTEM
4. BULGULAR
5. TARTISMA
6. SONUCLAR
7. KAYNAKLAR

ga w N N N -

10
11
13
15
16
17
17
18
19
23
28
46
57
58
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KS Klomifen Sitrat

Oi Owulasyon Indiiksyonu

GH Granuloza Hucresi

El Ostron

E2 Ostradiol

LH Liteinizan Hormon

FSH Follikil Stimule Edici Hormon
GnRH Gonadotropin Salgilatici Hormon
EV Estradiol Valerat

PKOS Polikistik Over Sendromu

iD insilin Direnci
USG Ultrasonografi
A Androstenedion
T Testosteron

TAS Total Antioksidan Seviyesi

TOS Total Oksidan Seviyesi

ROS Reaktif Oksijen Radikalleri

18] intrauterin Inseminasyon

SOD Superoksid Dismutaz

NO Nitrik Oksit

NOS Nitrik Oksit Sentaz

iINOS indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz

eNOS Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz
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DENEYSEL POLIKISTIK OVER SENDROMU MODELINDE KLOMIFEN
SITRAT VE ANTIOKSIDAN UYGULAMASININ ENDOMETRIUMDAKI
OKSIDATIF DURUM VE OSTROJEN RESEPTORU UZERINE ETKISI

OZET

Amag: Bu calismamizin amaci polikistik over sendromunda goérulen oksidatif
stresin (OS) ovulasyon indiiksiyonu (Oi) amaci ile kullanilan klomifen sitrat (KS)
tedavisi ile artip artmadigini ve olasi artis Uzerine anti-oksidan E vitamini
uygulamasinin etkisini aragtirmaktir.

Gereg¢ ve Yontem: Bu galismada her grupta 7 adet olmak Gzere toplam 4 grup, 28
tane, geng, eriskin, ortalama 200-250 gr agirhginda hi¢ gebe kalmamis Wistar
Albino sigan kullanilacaktir. Gruplar deneysel polikistik over sendromu (grup 1),
deneysel polikistik over sendromu KS ile ovulasyon indiksiyonu yapilan grup
(grup II), deneysel polikistik over sendromu ve KS ile ovulasyon induksiyonu
yapilan ve E vitamini verilen grup (grup lll) ve herhangi bir ilag veriimeyecek olan
kontrol grubu (grup IV) olacak sekilde planlanmistir. Sigcanlar 12 saat aydinlhk ve
karanlik ortamda serbest su ve hazir kuru gida erigsiminde barindirilacaktir.
Deneysel polikistik over sendromu olusturmak igin grup |, Il ve lIl'teki her sigana
bir defa yagda c¢o6zinmis 4 mg estradiol valerat (EV) intramuskuler olarak
uygulanacak ve injeksiyondan 30 glin sonra deneysel polikistik over sendromu
olusmus kabul edilecektir. Grup Il ve lII'teki her sigana klomifen sitrat injeksiyon
ile 10 mg/kg tek doz verilecektir . Grup Ill'e KS ile birlikte , 21 gin sure ile E
vitamini 100 mg/kg dozunda intraperitoneal enjeksyon seklinde verilecektir.
Siganlar 52.gun anestezi altinda (Ketamin HCI 80 mg/kg ve Xylazine 5 mg/kg )
servikal dislokasyon yoluyla feda edilecek ve histolojik doku takibi igin uterin
boynuzlar alinacaktir.

Bulgular: imminohistokimyasal degerlendirmede grup | ve grup II'de grup IV’e
gore, ERa ve ERP reseptdr konsantrasyonlari disik, SOD ve iNOS seviyesi

yuksek, eNOS seviyesi azalmis tespit edildi. Grup llI'de ise E vitamini destegi ile



ERa ve ERB reseptdr konsantrasyonlari artti, SOD ve iNOS seviyeleri azaldi,
eNOS seviyesinde anlamli olmayan bir artis goruldu.

Sonug: Gerek deneysel PKOS modelinde gerekse KS tedavisinde olusan OS,
implantasyonda rol oynayan reseptorleri ve endometriyal kan akimini olumsuz
etkiler ve bu olumsuz slre¢ anti-oksidan E vitamini ile geri ddnebilir. Ozellikle
PKOS olgularinda KS ile yapilan ovulasyon indiksyonunda elde edilen dusuk

gebelik oranlari, anti-oksidan tedavi ile duzelebilir.

Anahtar Kelimeler: PKOS, oksidatif stres, implantasyon, anti-oksidan, E vitamini,

eNOS, INOS

Vi



THE EFFECT ON OXIDATIVE STATE AND ESTROGEN RESEPTORES AT
ENDOMETRIUM BY ADMISITRATION OF CLOMIPHENE CITRATE AND
ANTIOXIDANTS ON EXPERIMENTAL POLYCYSTIC OVARIAN SYNDROME
MODEL

ABSTRACT

OBJECTIVE: The objective of this study is to search the oxidative stress (OS)
which occurs in polycystic ovarian syndome whether increase or not with the
treatment of clomiphene citrate (CC) that using to induce ovulation(Ol) and the
effect of admisitration of anti-oxidant vitamin E on possible increase.

MATERIAL AND METHODS: There will be used totaly 28 rats in 4 groups of
which containing 7 nuliparous young, adult, average 200-250 gr of weighted
Wistar albino rats in this study. The groups are planned as: experimentally
polycystic ovarian syndrommed (group 1), Induced ovulation by CC with
experimentally polycystic ovarian syndrommed (group 1), Induced ovulation by CC
with experimentally polycystic ovarian syndrommed and administered vitamin E
(group llhand the control group which none of medication will be administered.
(group IV)Rats wil be looked after with both 12 hours light and dark place where
avaible water and instant dry food. To occur experimental polycystic ovarian
syndrome in groups |, Il and lll; 4mg oestradiol valerat (OV) in oil solution via
intramuscular injection will be applied once and after 30 days of injection it will be
accepted that experimental polycystic ovarian syndrome has been occured. In
Group Il and lll, each of the rats will be given clomiphene citrate 10 mg/kg with
one injection. In Group Ill, additional vitamin E as intraperitoneal injection,
100mg/kg dosaged with 21days of duration. will be given with CC. Rats will be
terminated by cervical dislocation on the day of 52nd under the anesthesia
(Ketamine HCI 80 mg/kg and Xylazine 5 mg/kg ) and uterin horns will be taken for
histological analysis.

RESULTS: Under immunohistochemical analysis in group | and group Il, ERa and

ERB receptor concentrations are lower, SOD and iNOS levels are higher and

vii



eNOS levels are lower than group IV. In group Ill, with the suppliment of vitamin E,
ERa and ERB receptor concentrations were increased, SOD and iNOS levels
were decreased and there was an increase of the level of eNOS which was not
significant.

CONCLUSION: On both experimental PCOS model and CC cure which cause OS
affect the receptors that play part in implantation and endometrial blood flow
negatively and this process can be turn back with antioxidant vitamin E. Especially
the low pregnancy rates on PCOS patients whose ovulation induced with CC may
be restored with antioxidant treatment.

KEY WORDS: PCOS, oxidative stress, implantation, antioxidant, vitamin E,
eNOS, INOS
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1-GIRiS VE AMAC

Polikistik over sendromu (PKOS) toplumda %6-10 sikhdginda goérinen
ureme endokrinolojisinin  dnde gelen bozuklugudur. Genel olarak adet
duzensizligi, tuylenme ve g¢ocuk sahibi olamama yakinmalari ile giden
sendromda aslinda endokrinolojik ve metabolik bozukluklar yaygindir.
Etyolojisini bilmedigimiz ancak fizyopatolojisi hakkinda bilgi sahibi oldugumuz
bu rahatsizlikta oksidatif stresin (OS) dnemli bir rol oynayabilecegi gosterilmigtir
(1). Son yillarda obez ve insiilin direnci (iD) olmayan hastalarda da OS varligi
gosterilmistir (2,3). Cocuk sahibi olamama nedeni ile poliklinije basvuran ve
kadin kaynakh infertilitenin  yaklasik  %30-40in1  olusturan ovulatuar
bozukluklarin birinci basamak tedavisinde klomifen sitrat (KS) ile ovulasyon
indiiksyonu (OIl) yapilir (4). Ancak KS ile yaklasik %80 oraninda ovulasyon
orani elde edilirken gebelik orani %40’a yaklasir (5). Bu disuk gebelik orani
KS’nin anti-Ostrojenik 6zelligi ile aciklanir. Bu anti-ostrojenik etkinin yaninda
KS’nin OS’ye yol actigi da gosterilmistir (6). Hem sendromun dogasinda
bulunan OS hem de KS’nin OS’ye yol agmasi ve/veya anti-oksidan aktivitenin
azalmasi basarisiz implantasyona neden olmaktadir (7). Calismamizin amaci
hem PKOS nedenli hem de KS ile artan OS varligini ortaya koymak ve
sonrasinda anti-oksidan E vitamini destedi ile bu olumsuz metabolik durumun

degisip degismeyecegdini gormektir.



2. GENEL BILGILER

2.1.POLIKISTiK OVER SENDROMU

Tipik olarak gen¢ Ureme doneminde tani alan PKOS; hirsutizm,
oligomenore, polikistik gériiniimlii over(ler), infertilite, obezite ve ID ile karakterize
heterojen bir klinige sahiptir (3,10). Kadinlarda en sik gérdigimuz bu endokrin
bozukluk diyabet, koroner kalp hastaligi ve kanser gibi uzun donem ciddi saglik
sorunlari ile de iligkisi olabilen karmasik bir rahatsizhktir (8,9). Sendromun

prevalansi tani igin kullanilan olgutlere gore degismektedir.
2.1.1.Tarihge

19. ylzyilda Chereau ve Rokitanski (11) tarafindan yapilan kistik sklerotik
over morfolojisi tanimlar sonrasinda PKOS olarak isimlendirilecek olan bu
rahatsizlik ilk kez 1935 yilinda Irving F. Stein ve Michael Leventhal tarafindan
“‘“Amenorrhea associated with bilateral polycystic ovaries” baslikli makalede
overlerde bu morfolojik degisikliklere sahip 7 hastadan olusan, ortak Ozellikleri
amenore ve infertilite olan grup ile tanimlanmigtir. Bu grup i¢indeki 4 hastanin
obez, 4 hastanin hirsut, birinin akne sorunu oldugu belirtilmistir. Stein ve Leventhal
bu 7 hastanin her iki overinden 1/2-3/4 oraninda kama rezeksiyon ile doku
clkartmig ve hastalarin duzenli adet gormeye basladigini goérmuslerdir. Bu
hastalardan ikisi gebe kalmistir (12). Yapilan patolojik incelemede, overlerin
normalden buyulk ve tunika tabakasinin kalin oldugu gértlmus, bunun folliklllerin
yuzeye ulagsmasini engelledigi dugunulmagtar. 1950’li yillarda sendromun obezite
ve hipertansiyon ile metabolik iligkileri dikkat cekmeye baglamistir. Sendrom
1935’den 1980’li yillara kadar, ‘overlerin kistik distrofisi, kistik sklerotik overler,
hipertekozis ovarii’ gibi birgok farkli isimle anilmigtir. 1958 yilinda ise McArthur,
Ingersoll ve Worcester (13) PKOS’lu kadinlarda idrar luteinizan hormon (LH)
seviyelerinin arttigini gostermislerdir. 1976 yilinda Kahn ve ark. (14) ve 1980
yilinda Burghen ve ark. (15) bu hastalarda iD’yi gosterdiler. Yine 1980 yilinda



PKOS’lu kadinlarda LH/FSH (folikil stimulan hormon) oranlarinin LH lehine
yukseldigi gosterildi. (16). 1970’lerde ultrasonografinin (USG) ¢dzunurlik sorunu
giderilerek klinikte daha genis yer bulmasiyla birlikte, Swanson ve ark. tarafindan
ilk sonografik polikistik over morfolojisi tanimi yapildi (17). Adams ve ark. ise 1986
yilinda sonografik olarak polikistik overlerin g0Osteriimesinin taniya katkida
bulunabilecegini belirtmistir (18). Sonografik 6zelliklerin tani dlguti olarak kabul
edilmesi ise 2003 yilinda Rotterdam’da dizenlenen ESHRE (European Society for
Human Reproduction and Embryology)/ASRM (American Society for Reproductive
Medicine) toplantisi sonrasinda olmustur (8,11). 2006 yilinda duzenlenen AES
toplantisinda klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizmin mutlak tani olgitu
oldugu belirtilmigtir (9,10).

2.1.2. Tani olgutleri

Polikistik over sendromu morfolojik olarak polikistik overler, oligo-amenore,
hiperandrojenizm, obezite gibi bulgularin birlikte gorulebildigi, hipotalamo-hipofizer
disfonksiyon, steroidogenez bozuklugu, ID ve hiperinsiilinemi, graniiloza hiicre
(GH) anormallikleri, enzimatik defektler gibi bircok bozuklugun ve genetik
faktorlerin sinerjistik etkisi sonucu ortaya c¢iktigi dustnudlen multifaktoriyel bir
rahatsizliktir. GUnimuze kadar PKOS ile ilgili cok sayida ¢alisma yapilmasina
karsin etyolojisi hala belirsizdir (19)

Tanida degisik Olcutlerin kullaniimasi, gerek sendromun gorulme sikligi
gerekse hastalarin fenotipik 6zellikleri ve tasidiklari uzun dénem kardiyo-metabolik
riskin tanimlanmasi yonunden onemli farkhliklara neden olur. Sendrom klinik
olarak farkli fenotiplerinin olmasi ve baska endokrin hastaliklarla benzerligi
nedeniyle birgcok uluslararasi toplantida tartisiimis ve tani igin dlgutler
belirlenmistir. Bu toplanti sonuglarini asagidaki sekilde 6zetleyebiliriz:

NIH: En kabul géreni 1990 yilinda National Institute of Child Health and Human
Disease [NICHD] konsensusunda duzenlenen U.S. National Institutes of Health
[NIH] toplantisidir.
1990 NIH tani élgutleri (dnem sirasina gore)
1. Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgulari
2. Oligo-anovulasyon ve bununla iligkili diger etyolojik nedenlerin
diglanmasi (20).



Tani igin iki dlgut temel alindiginda sendromun prevalansi %6-10 arasindadir.(19)

Rotterdam Toplantisi: Tanim ve klinik gorunumdeki gesitliligi netlige kavusturmak
amaci ile 2003 yilinda Rotterdam’da European Society for Human Reproduction
and Embryology [ESHRE] ve American Society for Reproductive Medicine [ASRM]
ESHRE/ASRM ortak toplantisinda olgutler yeniden gdzden gecirilmis, klinik ve
biyokimyasal degerlendirmeye ek olarak, 6zellikle over hacmi ve follikil sayisini
g6z 6nunde bulunduran ultrasonografik degerlendirme de tani oélgutleri arasinda

belirtilmigtir.
2003 Rotterdam yeniden gozden gegirilmis tani dl¢itleri*
1. Oligo-anovulasyon

2. Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgulari

3. Polikistik overler ve diger etyolojik nedenlerin diglanmasi (20)

Tani igin Ug Olgutden ikisinin bulunmasi gerekmektedir.
Polikistik overlerin ultrasonografik tanimi her overde 2-9 mm c¢aph =12 folikl
olmasi , 210ml over hacmi olarak yapilmistir. Artmig stromal hacim veya ekojenite
gibi 6znel bulgulara tanimda yer verilmemistir. Bu bulgularin tek bir overde
goOrulmesi tani igin yeterlidir. Rotterdam olgltleri temel alindiginda sendromun

prevalansi %15 civarindadir (19)

AES Toplantisi: En yeni genis katilimli konsensus 2006 yilinda Androgen Excess
Society PKOS Phenotype Task Force raporu ile agiklanmistir. Androgen Excess
and PKOS Society (AEPS) tarafindan duzenlenen uzlagsma toplantisinda Klinik
ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizmin sendromun en dnemli ve uzun dénem
metabolik riskler ile morbidite Uzerine en etkili olan mutlak tani olgutu oldugu
belirtiimistir. Sendromun &zellikleri ovulatuar ve menstruel disfonksiyon,
hiperandrojenemi, hiperandrojenizmin klinik 0Ozellikleri ve polikistik over(ler)
basliklari altinda 6zetlenmistir. Gonadotropin anormallikleri, iD, obesite gibi
Ozellikler tani Olgutleri arasinda yer almamistir ve raporda da bunun tersini

savunan kanita rastlanmadigi belirtiimistir (9).
2006 Androgen Excess Society (AES) tani dlgutleri

1. Hiperandrogenizm: Hirsutizm ve/ veya hiperandrogenizm

2. Over disfonksiyonu: Oligo- anovulasyon ve/ veya polikistik overler



3. Diger androgen asirihdi veya benzeri hastaliklarin ekarte edilmesi*

21 hidroksilaz tipi non-klasik surrenal hiperplazisi, androjen salgilayan
tumorler, androjenik/ anabolik ilaglarin kullaniimasi veya kétuye kullanimi, Cushing
sendromu, ciddi ID sendromlari, tiroid disfonksiyonu ve hiperprolaktinemi nedenleri
dislanmalidir.

Hastalik yerine sendrom ifadesinin kullaniimasi, semptomlar ve bulgular
toplulugunun varligi ve tek bir tani testi olmamasi nedeniyle genel kabul
gérmustir. Ureme gagindaki bir kadina PKOS tanisi koymak disfonksiyonel uterin
kanama, infertilite, obesite, tip 2 diyabet, dislipidemi, hipertansiyon, endometriyum
hiperplazisi, endometriyum kanseri ve olasilikla kardiyovaskiler hastalik(KVH)
riskinin arttigini sdylemek anlamina gelmektedir (9).

Menars sonrasi bir-iki yiIl anovulasyon olabilecegi igin fizyolojik anovulasyon
ile polikistik over sendromuna bagli anovulasyon ayirt edilmelidir. Puberte
doneminde gen¢ kizlarin yaklagik %25’'inde overlerin polikistik goranumli
olabilecegi unutulmamalidir. Kandaki androjen duzeylerine bakilarak androjen
fazlalidi tanisi koymak gugctir c¢inki puberte dénemi igin ayrica tanimlanmis

normal degerler yoktur.
2.1.3. Fizyopatoloji

Polikistik over sendromu, fizyopatolojisi hakkinda bilgi sahibi olmamiza
karsin etyolojisi henuz aydinhga kavusturulamamis dreme sistemi yaninda
endokrinolojik ve metabolik sonuglari olan bir sendrom seklinde karsimiza ¢ikar.
Sendromda aileler icinde iyi belgelenmis bir yigilma oldugundan hem
multifaktoryel hem de poligenik olan bir genetik temelden kuskulaniimaktadir (21)
Hiperandrojenizm, hiperinsiilinemi ve iD ise etyopatogenezinden sorumlu tutulan

baslica mekanizmalardir (1).
Hipotalamus-Hipofiz-Over Aksi ve Anovulasyon

Menstrual dongu i¢in hipotalamik arkuat gekirdekten pulsatil gonadotropin
salgilatict  hormon (GnRH) salinimina bagh olarak 6n hipofizden pulsatil
gonadotropin (LH ve FSH) salinimi gerekir. Polikistik over sendromlu kadinlarda
gOrilen anovulasyon, uygun olmayan gonadotropin salgilanmasi ile karakterizedir.

Gonadotropin salgilatici hormon pulsatilitesindeki degisiklikler, FSH’ya gére LH’nin



baskin uretimine neden olur (22). Luteinizan hormon, overyan androjen uretimini
uyarirken, goéreceli FSH azligi GH aromataz enziminin uygun uyariimasini
engeller. Boylece androjenin etkin dstrojen olan 6stradiole (E2) déndsimu azalir.
Yuksek serum androjenleri (6zellikle androstenedion (A)), periferde 6strojenlere
(oncelikle 6stron’a (E1)) donugur. Bu donusum oOncelikle yag dokusunun stromal
hicrelerinde goruldigu igin 6strojen Uretimi obez PKOS olgularinda daha fazla
olacaktir. Artan 6strojen hipotalamus ve hipofiz bezinin kronik negatif geri bildirimi
ile sonuglanacak ve gonadotropin saliniminin pulsatilitesinde degisiklige yol
acacaktir. Goreceli LH yuksekligi teka hucrelerinde androjen yapimini 6zellikle de
A yapimini arttirir. Sonugta daha fazla A periferal dokularda testosterona (T)
dondsur (23,24).

Over Patolojisi

Polikistik over morfolojisinin hiperandrojenizm, hiperinsulinemi, merkezi
uyari jeneratoru ile ilgili aksi olumsuz etkileyen faktorlerin baslattigr bir kisir
dongunin sonucunda gelistigi duastnutlmektedir. Hughesdon tarafindan 1982
yilinda yapilan morfolojik tanimlamada (25):

e Yulzey alani iki kat, over hacmi 2-8 kat artmisg,

e Primordial follikil sayisi ayni olup, blyumekte olan veya atreziye giden
folliktl sayisI artmisg,

e Tunika kalinligi %50 artmis,

o Kortikal ve subkortikal stromal hipertrofi, cok sayida duraklamis veya
atreziye giden follikillere ait teka huicre hiperplazisine baglanmis, hilus
hicre hipertrofisi dikkat cekmistir.

Bu olgularda serbest E2 ve A'nin periferik donisumuanden olusan E1’in
negatif geri bildirim etkisi ile FSH dizeyi duser ancak FSH'In tam
baskilanamamasi nedeniyle yeni folikll gelisimi devam eder. Gelismeye baslayan
bu foliklller tam olarak olgunlasamaz ve ovulasyon asamasina ulasamazlar.
Folikuller 2-8 mm c¢apinda kuguk folikller kistler seklinde kalip birkag ay devamlilik
gosterirler. Bir kisim follikuller atreziye giderken, baska bir follikil grubu ayni
gelisim yoluna girer. Over stromal dokusunu arttiran follikiler atrezi ile birlikte LH
badimli A ve T sentezi artar. Over igindeki bu androjenik mikrogevre GH’lerinin

aromatizasyon kapasitesini yetersiz hale getirir. Artan 6n madde daha gugclu olan



5a androjen turevlerine donusturultr. Bu turevler ise aromataz aktivitesini ve LH
reseptor duyarliigini azaltir, bdylece follikil gelisimi igin gereken 06strojenik
baskinlik ve LH yikselmesi saglanamaz, sonug olarak follikil duraklamasi ve ge¢
donemde follikul atrezisi gergeklesir. Bu mikrogevredeki androjen seviyesi artisi

normal folikul gelisimini 6nlerken, prematur follikller atreziyi uyarir (26-27).
Androjen Metabolizmasi - Hiperandrojenizm

Saglikli kadinlarda A ve T adrenal bez ve overlerden esit miktarlarda
salinmaktadir. Polikistik over sendromunda ise androjenlerin ana kaynagi 6zellikle
A ve T salgillayan overlerdir. Normal doéngude gonadotropinler ve seks
steroidlerinde gorulen dalgalanma sekli, kronik anovulasyonu olan hastalarda
sabit—duragan bir sekle doner. Bu hastalarda hem &strojen hem de androjenlerin
sentez miktarinin artmasi, yliksek bazal LH uyarisina baglidir. Luteinizan hormon,
17-hidroksilaz ve 17,20 Liyaz aktivitelerini potansiyalize eder, seks hormonu
baglayici globulin (SHBG) kapasitesini azaltir ve bdylelikle serbest androjen
miktarini hem direkt hem indirekt yoldan arttirir (28). Dolagimdaki A ise yag ve deri
gibi periferal dokularda T doénutsur. Hem insllin hem de LH teka hicrelerinde
androjen  Uretimini  uyarir  (29). Insilin  direnci ve/veya kompansatuar
hiperinsilinemi, dolagimda bulunan, temel olarak adrenal bezler ve overlerden
salinan androjen ve androjen Urdnlerinin  kullanilabilirligini SHBG duzeyini
azaltarak arttirir (30) (Sekil 1).

Bu hastalarda %75 oraninda hiperandrojenemi oldugu ve en duyarli olan
degiskenin % 60 ylkselme ile serbest T oldugu belirtiimigtir (31). Testosteron
kadinlarda klinik agidan en dnemli hormundur ve hirsutizm, akne ve alopesiden

sorumlu tutulur.



LH artisi AD artisi @ Testosteron
artigi
A \ l l \ T
Ostron artigi SHBG Serbest
azalmasi Testosteron
Endometriyum Serbest E2
kanseri artigi

Sekil 1 Androjen metabolizmasi ve periferik etkileri

insiilin Direnci — Metabolik sendrom

insiilin direnci, karbonhidrat metabolizmasinda verilen insilin miktarina
karsilik azalmis glukoz yaniti olarak tanimlanir. insiilin direnci ve artmis serum LH
seviyesi PKOS’nun sik gorulen ozellikleridir. Polikistik over sendromu olan
kadinlarda, olmayanlara gére daha yiiksek derecede ID ve buna bagli gelisen
hiperinsilinemi gorilar. insdlin direnci ile beden kitle indeksinin (BKI) arasinda iyi
bir baginti bulunmustur. Obez olan PKOS kadinlarda iD, hiperandrojenemi,
hipertrigliseridemi daha fazla goértlmuastir (32). Patofizyolojinin altinda yatan
neden bilinmemekle birlikte, ID sendromun gériilmesinde merkezi bir rol oynar ve
kismen artmis adipozite ile agiklanabilir (33). Ancak PKOS’lu zayif kadinlarda da
normal kontrollerle karsilastirildiginda ID’nin giderek arttigi gésterilmistir (34). Bu
olumsuz slreg, etkilenen kadinlarda bozulmus glukoz toleransi (IGT) ve tip 2
diabet (Tip 2 DM) riskini arttirabilir. Ayrica IGT nin tip 2 DM ve KVH gelisimi igin bir
risk faktort oldugu da bilinmektedir.(35)

Metabolik sendrom; obezite, hipertansiyon, hiperlipidemi, IiD, yas ve
cinsiyete gore dustuk HDL seviyeleri ile karakterize, KVS hastaliklarinda risk artisi
gériilen sistemik bir durumdur. instlin direncinin derecesi ile metabolik sendrom

siklig1 arasinda bir baginti oldugu ve iD’nin metabolik sendrom gelismesine neden



olabilecegi gosterilmistir (36). Metabolik sendrom normal populasyona gore PKOS

olan olgularda yaklasik 2 kati risk artisi gostererek % 43-47 sikliginda gorular (37).
Asagidaki tani Odlgutlerinden U¢ veya daha fazlasi tespit edildiginde

hastalarda metabolik sendrom varligi s6z konusudur:

1. Santral obezite: Bel dlgusu erkeklerde >102 cm, kadinlarda >88 cm.

2. Yiksek Trigliserid: >150 mg/dl veya lipid anormalligi sebebiyle ila¢ tedavisi

alanlar

3. Dusuk HDL-Kolesterol: Erkeklerde <40 mg/dl kadinlarda <50 mg/dl veya lipid

anormalligi sebebiyle ilag tedavisi alanlar

4. Hipertansiyon: Sistolik kan basinci > 130 mmHg, diastolik kan basinci > 85

mmHg veya antihipertansif kullananlar

5. Yuksek aglik plazma glukozu: > 100 mg/dI
Obezite

Polikistik over sendromu hastalarinda obezite gorulme orani degisik
serilerde farkh bildiriimekle beraber %30-50 arasinda degismektedir (38). Beden
kitle indeksi (BKi) =30 kg/ m? olmasi veya ideal viicut agirhginin %20’sinin
uzerinde olma durumunu belirtir.

Hiperandojenizm, hirsutizm, infertilte ve gebelik komplikasyonlari gibi bazi
bulgular obezite ile birlikte artar. Obezite ve ID Tip 2 DM ve KVH riskini arttirir,
ayrica IDyi bozup, PKOS'nun iireme ve metabolik bulgularini agirlastirir.
Obezitenin aovulasyon, gebelik kaybi ve ge¢ gebelik komplikasyonlari
(preeklampsi, getasyonel diabetes mellitus(GDM)) ile iligkili oldugu bilinmektedir.
Obez PKOS hastalari KS, gonadotropinler ve laparoskopik ovaryan delinme gibi
tedavilere yetersiz veya ge¢ yanit verirler (39). Beden agirliginin %5’inin kaybi ile
obez PKOS hastalarda spontan ovulasyon ve gebelik oranlari iyilesmistir (40).
Ancak halen obezitenin PKOS’u kolaylastirici bir etken mi yoksa hastaligin sonucu
mu oldugu tartismalidir. Adipoz dokunun endokrin-metabolik etkileri bakimindan
beden yagd dagihmi énemlidir. Bel kalga orani KVH igin bagimsiz bir risk faktérudir
(40). Tum bu veriler 1s1ginda obezitenin PKOS Uzerine sinerjistik etki yaptigi,
tedavide kilo kontrolinin o6nemli yeri olabilecegi soylenebilir. Obez PKOS’lu
kadinlarda ilk tedavi kilo verme olmalidir. Ancak tedavi sekli ve sonuclari
tartismalidir (39).



Anti Mullerian Hormon (AMH)

Anti-mulleryan hormon inhibin ve aktivin gibi transforming bulylime faktori
ailesinden, (TGF-B) dimerik glikoprotein yapida bir hormondur (41). Serin-threonin
kinaz tip2 reseptorleri Uzerinden fonksiyonunu gergeklestirir. Erkeklerde testiste
sertoli hucrelerinden salgilanir ve paramezonefrik kanallarin olusmasini onler,
kadinlarda overde preantral ve erken antral folUkuller tarafindan salinir ve overin
follikiler havuzunun boyutunu gosterir. Anti-mulleryan hormon dizeyi follikiler
havuzun azalmasi ile giderek duser, azalmis over rezervinin tanisi igin herhangi bir
esik deger Uzerinde fikir birligi olmamasina karsin, overyan rezerv belirteci olarak
faydalidir. Ortaya ¢ikan kanitlar PKOS kadinlar ile yiksek AMH dizeyi arasindaki
badlantiy1 gdstermistir. Anti-mulleryan hormon konsantrasyonu PKOS’da Klinik,
endokrinolojik ve USG belirtecleri ile iligkilidir ve hastaligin yayginligini gosterebilir
(42).

Genetik Faktorler

Polikistik over sendromu, etyolojisinde birgok faktorin etkilesimi ile gelisen
kompleks bir rahatsizliktir. Sendromun olusmasinda rol olan genler henlz
tanimlanmamis olmasina karsin, yapilan c¢alismalarin sonuglarina goére
gelisiminde tek bir genden ¢ok multigenik 6zellik rol almaktadir (43).

2.1.4. Klinik Bulgular

Hastalarda gorulen klinik belirtiler Greme ve metabolik etkiler altinda toplanir

(39). Polikistik over sendromundaki bulgular Tablo 1 de gosterilmektedir.

Tablo 1. PKOS belirti ve bulgulari (44)

PKOS'TA BELIRTI VE BULGULAR

Oligomenore %50-90
Hirsutizm %60-90
infertilite %55-75
Polikistik over %50-75
Obezite %40-50
Amenore %25-50
Akne %25-30
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Kronik Anovulasyon, Menstruel Disfonksiyon

Polikistik over sendromu hiperandrojenizm, kronik anovulasyon ve
oligomenore ile krakterizedir (45). Bu olgularda menars yasi gecikmezken, ilk
adetler genellikle duzensizdir. Donguler genellikle gecikmeli veya uzun suren adet
gorememe donemleri sonunda beklenmedik bir zamanda agin miktarda kanama
seklindedir Peripubertal donemde baslayan, oligo veya amenore seklinde gorulen
anovulasyon, endometriyumda progesteron ile kargilanmamis kronik Ostrojen
etkisiyle mitotik uyarilma ve kalinlagsmis endometriyuma neden olarak dizensiz
kanama ile kargimiza cikabilir. Bazi hastalarda yuksek androjen duzeyleri nedenli
azalmis endometriyal kalinlik ve amenore de gorulebilir. Duzensiz kanamalari olan
hastalar yaslarn ilerledikge antral folikil sayisinda ve buna baglh androjen

uretiminde azalma ile duzenli donguye sahip olabilirler (46).
Hirsutizm-Akne-Alopesi

Hirsutizm hiperandrojenizm igin iyi bir gosterge olmakla birlikte PKOS olan
kadinlarda %70 oraninda goérulir. Ancak PKOS oldugu disunulen tim kadinlarda
hiperandrojenemi biyokimyasal olarak degerlendiriimelidir. Buna kargilik akne ve
alopesi hiperandrojenemi ile siklikla iligkili olmadigindan hiperandrojenizmin kaniti

olarak kabul edilmemelidir (19).
infertilite

Polikistik over sendromu anovulasyona sekonder infertilitenin en sik
nedendir (47). Folikil stumulan hormon yetersizligi, LH hipersekresyonu,
hiperandrojenemi, ID’i, follikiil sivisindaki birgok mediatdr dengesinin bozulmasi

sonucu oosit gelisiminde ve implantasyonunda sorun olusur (48).
Akantozis Nigrikans

instlin direncinin bir cilt isareti oldugu disiinllen akantozis nigrikans, ense,
aksilla, meme alti katlantisi, bel ve kasik bolgeleri gibi fleksiyon alanlarinda
gorulen koyu, kadifemsi, kalinlagsmig, gri-kahverengi kadifemsi plaklardir.
Patolojisinde ID ve buna bagh hiperinsiilineminin, epidermel hiperkeratozis ve

dermal fibroblast proliferasyonunu uyardid1 dugunulur (49).
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Obezite
Polikistik over sendromunda bel-kalga oraninin artti§i android tip obezite

goruldr.
2.1.5.Uzun Donem Saglik Riskleri

Polikistik over sendromunun Kkisa ve uzun donem sonuglarl tablo 2'de

gOsterilmigtir.
insiilin Direnci- Glukoz intoleransi- Tip2 Diabet

Insllin direnci PKOS patofizyolojisinde ve uzun dénem olumsuz

sonuglarinde 6nemli rol oynar ( 35).
Kardiyovaskiiler hastalik

Hiperandrojenizm, iD, glukoz intoleransi, Tip 2 diabet, obezite ve daha ge¢
donemde ortaya cikabilen hiperlipidemi ve hipertansiyon nedeniyle PKOS

hastalari artmig kardiyovaskuler riske sahiptir (50).
Kanser

Endometriyumda kronik anovulasyon nedenli kargilanmamis oOstrojen etkisi
nedeniyle endometriyal hiperplazi ve adenokarsinom riski PKOS'u olmayanlara
gore 4 kat artmistir (51). Ancak hala tim PKOS olan hastalarda endometriyal bir
patolojiyi diglamak icin endometriyal biopsi yapilmasinin gerekliligi acik degildir.
Chittenden ve ark. meta-analizinde PKOS ve jinekolojik kanser iligkisini
arastirmiglar ve PKOS kadinlarda endometriyum kanseri (OR:2.7) ve over kanser
(OR:2.52) oraninin yuksek oldugunu, meme kanserinde ise bir risk artigi
bulunmadigini belirtmisler, sonug¢ olarak PKOS da vajinal, vulvar, servikal ve over

kanser gelisimi ile ilgili kanitlarin yetersiz oldugunu gdstermislerdir (52).
Dislipidemi

Polikistik over sendromunda sik goérlilen bir metabolik anormallik olan
dislipidemi HDL duizeyinde azalma, trigliserid (TG), total ve LDL kolesterol

dizeyinde artma ve LDL kolesterol kalitesinde bozulma gibi farkli sekillerde
gorulebilir (53).
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Hipertansiyon

Polikistik over sendromunda hipertansiyon (sistolik ve diastolik kan
basincinin 140/90 mmHg’nin Gzerinde omasi) ileride gelisebilecek KVH igin risk
olusturmaktadir. Bu hastalarda farmakoterapi igin kan basinci en az 140/90
mmHg olmalidir. ClinkU kan basinci yukseliginin ihmli formu (prehipertansiyon)
KVH riskini artirdigindan dolayr uzun dénemde KVH’dan korunmak igin kan
basinci 120/80mmHg’a dusurulmelidir (54).

Tablo 2: Polikistik over sendromu sonuglari

Kisa Dénem Sonuclari Uzun Dénem Sonuclari

1- Adet dizensizligi 1- Diabetes mellitus

2- Hirsutizm, akne, androjenik alopesi 2- Kardiovaskduler hastalik
3- Obezite 3- Endometriyum kanseri
4- Hiperlipidemi

5- Glukoz intoleransi
6- Metabolik bozukluklar

2.2. OKSIDATIF STRES, SERBEST RADIKALLER VE ANTi-OKSIDANLAR

Serbest oksijen radikalleri diger adiyla ROS, metabolik ve fizyolojik
sureclerde uretilirler ve oksidan molekul adini alirlar. Anti-oksidanlar, molekullerin
oksijen radikallerinden korunmasinda ve hasarin sinirlandiriimasinda temizleyici
rol oynarlar Saglikh bir bedende ROS ve anti-oksidanlar denge halindedir (55).
Oksidatif stres, oksidan molekuller olan reaktif oksijen ve nitrojen radikalleri ile
anti-oksidan koruma arasindaki dengesizlikle karakterize bir durumdur ve bu
dengesizlik endometriozis, PKOS ve agiklanamayan infertilite gibi Ureme
bozukluklarina neden olur. Ayrica spontan abortus, yineleyen gebelik kayiplari ve
preeklampsi gibi gebelik komplikasyonlari OS’e yanit olarak geligir (30). Yani OS
bir kadinin butin Ureme donemini hatta daha sonra postmenopozal donemi de
etkiler (565). Kadin Greme sisteminde ROS hem fizyolojik slreglerde anahtar sinyal
molekulleri olarak gorev alir, hem de patolojik sureclerde rol oynar (55). Son
zamanlarda OS artisinin kadin Ureme sistemindeki etkisi Uzerine gittikge artan
bilgiler vardir. Reaktif oksijen turleri oosit matirasyonu, fertilizasyon, embriyo
gelisimi, gebelik gibi birgok fizyolojik sureci etkiler. Yasa bagh fertilite azalmasi,

gebelik, normal dogum, preterm dogumun baslamasi, preeklampsi, hidatiform mol,
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serbest radikallerin indukledigi dogum defektleri, abortus, endometriosis, tubal ve
peritoneal faktorll infertilite ve agiklanamayan infertilite gibi birgok durumda OS rol
oynar (55). Anti-oksidanlarin over fonksiyonlarinda (apoptozis, ovulasyon ve
steroidogenez gibi) duzenleyici oldugu bilinir (65,56,57). Ancak yuksek seviyede
anti-oksidanlarin ireme fonksiyonu ve saglik uzerine (amenore, fertilitede azalma,
abortus olasiliginda artma, embryotoksisite, over steroidogenezinde azalma ve
teratojenite) zararl etkileri bildiriimistir.(58)

Polikistik over sendromlu hastalarda OS artmigtir (59), ancak yapilan
calismalarda anti-oksidan duzeyi sonuglari geligkilidir. Bazi arastirmacilar (60,61)
antioksidan duzeyinin azaldigini, bazilari ise kompansatuar bir sekilde arttigini
goOstermigtir (59). Sabuncu ve ark. yaptiklari c¢alismada, OS ve superoksid
dismutaz (SOD) (anti-oksidan enzim) duzeylerinin PKOS’lu kadinlarda arttigini
yani hem total oksidan seviyesi (TOS) hem de total anti-oksidan seviyesinin (TAS)
arttigini bulmusglardir. Artan bu oksidatif durumun santral obezite, yas, kan basinci,
serum glukozu, insulin ve trigliserid seviyesi ile iligkili oldugunu, buna kargilik anti-
oksidan durumun vyetersizligini gézlemlemis ve bu durumun PKOS’da KVH risk
artisina katkida bulunabilecegini disunmuslerdir (59). Total anti-oksidan seviyesi
muhtemelen TOS yukselmesine karsilik kompansatuar bir mekanizma olarak
gerceklesmistir. Obezite ve diabet PKOS’lu hastalarda OS (zerine pozitif etki
yapar (62,63). Obezite ve hiperinsulinemisi olmayan PKOS’lu hastalarda da TOS
ve TAS yukseldigi gosterilmistir (1,3). Obeziteden bagimsiz olarak PKOS'da
artmis hiperglisemiye yanit olarak mononukleer hicrelerden ROS uretilir ve bu
pro-inflamatuar duruma OS katki saglayabilir, iD ve hiperandrojenizm de bu
durumu indukler (64). Normal over fizyolojisi icin anti-oksidanlar hayati dneme
sahiptir ve bozulmus anti-oksidan durum steroidogenez ve apoptozisin fonksiyonel
bozukluguna katkida bulunarak fertilitenin azalmasina neden olur (2). Yapilan bir
calismada ROS’un GH’lerinde apoptotik kaskadi baslattigi ve pre-ovulatuar
folikuller Gzerinde olugsacak anti-oksidan etkinin, apoptozisi 6nleyici rol oynadigi
rapor edilmistir. Artmis OS ylkune yanit olarak salgilanan anti-oksidan faktorler,
apoptozisi 6nleyerek folliktllerin dogal segimini etkileyip kuguk capta follikdl
birikimine yol acarak overlerin polikistik gorinimune katkida bulunabilirler. Fare
oosit GH’leri ve saglam preantral folikllerin in vitro apoptozis surecinde, anti-

oksidan 6zellikteki C vitamininin serum duzeyinin azaldigi gosterilmigtir (65,66).
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Baska bir arastirmada ise, bir anti-oksidan olan N-asetil-L-sisteininde, in vitro
olarak over dokusunda apoptozisi baskiladigi gosterilmistir.(67)

Biyolojik sistemde bulunan baslica endojen ROS/RNS (reaktif nitroen
turleri) superoksit, hidroksil, hidrojen peroksit, nitrik oksit ve preoksinitrildir. Bu
molekuller protein oksidasyonu, lipid peroksidasyonu, ve DNA oksidasyonu
yaparak oksidatif hasara neden olurlar. Bu serbest radikallerinin etkilerini
antagonize eden belli bash dort endojen antioksidan mekanizma bulunmaktadir:

1. Enzim yapisinda olanlar; SOD, katalaz ve gluthatyon peroksidaz (GSH-Px)

2. Buyuk molekul yapisinda olanlar; albumin, seruloplazmin ve ferritin

3. Kiguk molekll yapisinda olanlar; askorbik asit, alfa-tocoferol, beta karoten,
plazma ubiquinol, Urik asit, selenyum ve glutatyon (GSH)

4. Hormon yapisinda olanlar; estrojen, melatonin, angiotensin ve diger bazi

hormonlar
2.2.1.Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikaller bir ya da birden fazla cifttesmemis elektrona sahip, kisa
Omurlt kararsiz, dastk molekul agirlikl, reaktif etkinligi cok fazla olan atom ya da
molekullerdir. Nukleik asit, lipid, protein, karbonhidrat veya bir zincirleme reaksiyon
kaskadi sonucu yanindaki herhangi bir molekulden elektron alarak kararli hale
gecerler. Fizyolojik reaksiyon sonucu organizmada oksijen, azot, karbon ve kukurt
kaynakli cesitli serbest radikaller olusabilmektedir. Organizmada en sik
kargilagilan serbest radikallerin temel kaynagi oksijen molekulinin indirgenmesi
sonucunda superoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen
turleri olusur. Serbest oksijen radikalleri endojen olarak bedende metabolik yan
uranler olarak ortaya cikarlar. Fizyolojik surecte ya da patolojik tepkimeler
sonucunda sentezlenen serbest oksijen radikalleri sentez edildikleri yerde
detoksifiye edilmezlerse zararli etkilerini olugtururlar (68).

Ortaya cikan bu ROS’lar sonucgta o6zellikle hicrelerin lipid, protein ve
deoksiribonukleik asitlerine (DNA) yonelik zararli oksidatif reaksiyonlara sebep
olabilir. Hlcrelerde serbest radikallerin yol a¢tigi hasarin derecesi hicre igindeki
koruyucu sistemlerin etkinlik derecelerine baglidir. Reaktif oksijen turleri terimi,
serbest oksijen radikallerini ve bir kisim radikal olmayan oksijen kaynakli Grtnleri
kapsar (Tablo 3).
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Tablo 3. Bazi Reaktif Oksijen Turleri

Radikaller Radikal Olmayanlar
Siperoksit (027) Hidrojen Peroksit (H,0,)
Hidroksil (OH") Hipokloréz asit (HOCI)
Nitrik oksit (NO) Peroksinitrit (ONOO")

Lipit Peroksil (LOO) Lipid Hidroperoksit (LOOH)

Singlet oksijoen(0,™)

2.2.2. Reaktif Azot-Oksijen Turleri

Nitrik oksit (NOe<) L-arjinin amino asidinin L-sitruline déntsimu sirasinda
nitrik oksit sentaz enzim gurubu tarafindan sentezlenir. Canlida normal nitrik oksit
konsantrasyonunu saglamak hayati onem tasir (55). Nitrik oksit eslesmemis bir
elektron igerir, bu nedenle yluksek derecede reaktif bir serbest radikaldir.
Proteinlere, nikleotidlere, lipitlere ve karbonhidratlara zarar verebilir. Nitrik oksit
diger inflamatuar medyatoérler ile birlikte hiicre ve doku hasari, distik dereceli steril
inflamasyon ve adezyon yapabilmektedir (55). Nitrik oksitin degisik fizyolojik
sistemlerde onemli fonksiyonel rol oynadigi ve farkl organlarda degisik hucreler
(diz kas hicresi, mesengial hucreler, néronlar, plateletler, hepatositler,
makrofajlar, fibroblastlar ve epitelyal hicreler) tarafindan Uretildigi bilinir. Ayrica
diz kas hucrelerinin tonusunu, trombosit kimelesmesi ve adezyonunu, hicre
buylumesi, apopitosiz, sinir iletimi ve immun sistemin indikledigi infeksyon ile
birlikte olusan hasari dizenler. Nitrik oksit Greme sisteminin biyolojik ve fizyolojik
sureclerinin dizenlenmesiyle birlikte Uremede 6nemli rol oynar. Ovulasyon ve
follikilogenez gibi over fonksiyonlarini duzenler ve follikiler gelisimde artmis NO
sentezi gorulur. Ayrica, tubal fonksiyonlarda, endometriyumda gebelik slresince

ve dogumda NO tespit edilmistir (69).
Nitrik Oksit Sentaz(NOS) Enziminin izoformlari
Nitrik oksit (NO) sentezini katalizleyen NOS enzilerinin 2 ¢egit izoformu vardir.

1-Yapisal NOS (cNOS): Endotel, sinir dokusu ve trombositlerde bulunan Ca-

kalmodulin bagimli enzim. iki tipi vardir:
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a)Endotelyal NOS (eNOS): Endotel kaynakli gevseme faktorunun (EDRF)
sentezinden sorumludur.
b)No6ronal NOS (nNOS): MSS ve ndronlarda haberci molekul olarak kullanilan NO

sentezinden sorumludur.

2-indiiklenebilir NOS (iNOS): Hepatosit, makrofaj ve nétrofillerde bulunan Ca’dan

bagimsiz enzim.

iINOS enziminin sentezini lipopolisakkaritler gibi gesitli bakteriyel trlnler ile
inflamatuar sitokinler induklerler (INF-y, IL-1,IL-2,TNF-a gibi). iINOS yalnizca
fagositik 10kositlere 6zgu olmayip uygun induksiyonla tam c¢ekirdekli hicreler
tarafindan  sentezlenebilir  (70).  Makrofajlar  tarafindan  NO  Uretimi
mikroorganizmalarin invazyonuna bir anti-mikrobial yanit olarak dretilir (69).
Immiin efektor olarak iINOS tarafindan uyarilan NO, anormal hicreler ve
patojenleri oldurlr fakat ozellikle INOS persiste eksprese edildigi zaman normal

doku ve hucrelere hasar vererek zararli rol oynayabilir (71).
2.2.3.Reaktif Oksijen Tirlerinin Hiicre Bilesenlerine Etkisi

Reaktif oksijen turleri hiicre bilesenleri olan lipidler, proteinler ve nikleik
asitler ile oksidatif etkilesim sonucu hucrede zarara neden olabilir (72). Serbest
radikallerin en oOnemli etkisi lipid peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonu
bagladiktan sonra zincir tepkimesi seklinde devam eder ve sonugta zarlarin normal
yapisi bozulur ve hlicre hasari giderek artar (73). Proteinlerin de oksidatif hasar
sonucu temel yapisi bozulur ve proteolize yatkinh@i artar. (72,73). Reaktif oksijen
turleri DNA'da baz degisiklikleri ile purin, pirimidin bazlari ile deoksiriboz sekerinde
parcalanma ve DNA zincir kopmalari seklinde nukleik asitlerin de yapisina zarar
verir. Bu tip oksidatif DNA hasarlari mutageneze, kanserogeneze ve yaslanmaya

yol acar (74).
2.2.4.Anti-Oksidan Savunma Sistemi

Canl organizmada normal metabolizma sirasinda ya da patolojik yollarla
ortaya cikan serbest radikallere karsi koruyucu anti-oksidan savunma sistemi
vardir. Oksidatif denge, serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan

kaldirilma hizinin denge icerisinde oldugu durumdur. Oksidatif denge saglandigi
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surece organizma, serbest radikallerin etkilerinden korunmus olur. Bu oksidan ve
anti-oksidan sistem arasindaki dengenin serbest radikaller yonine kaymasi OS
olarak tanimlanir. Hucreler oksidatif hasara karsl enzimatik ve non-enzimatik anti-
oksidan sistem ve molekdllerle korunurlar. Anti-oksidan savunma sistemi;
enzimleri, yagda ve suda c¢6zunen radikal tutuculari ve metalleri baglayan

proteinleri igerir (72) (Tablo 4).

Tablo 4. Anti-oksidanlar (72)

Enzimler Yagda c¢ozunen Suda ¢o6zunen Metal iyonlarini

radikal tutucular radikal tutucular baglayan proteinler

Superoksit dismutaz ~ E vitamini Glutatyon Transferrin
Katalaz B-Karoten C vitamini Ferritin
Glutatyon peroksidaz  Flavonoidler Urik asit Seruloplazmin
Glutatyon transferaz Bilirubin AlbUimin
Glutatyon reduktaz Haptoglobulin

E Vitamini (a -Tokoferol)

Yagda ¢o6zinen ve esansiyel vitaminlerden biri olan E vitamini en ¢ok
bitkisel yadlar, karaciger ve yumurta sarisinda bulunur. Yaglarla birlikte emilir ve
kanda lipoprotein tanecikleri icinde tasinir. insan dokusunda anti-oksidan etkisini
erken donemde serbest radikalleri baglayip, hicre membranlarini serbest
radikallerin zararindan koruyarak gercekestirir. Biyolojik membranlarda bulunan ve
zincir kirici 6zelligi olan en onemli anti-oksidandir. Yapilan hayvan ¢alismalarinda
E vitamininin, anti-kanserojen etkileri ile kanser hucrelerini segici bicimde yikarak,

kanser olugsma sikligini ve geligsimini azalttiklari gosterilmigtir (75).
2.2.5.0ksidatif Stres-PKOS-Over ve Endometriyuma Etkileri

Polikistik over sendromunda gériilen hiperandrojenizm ve iD’nin OS’e
katkida bulundugu, OS’nin de bu metabolik anormallikleri tetikledigi bilinir. in vitro
calismalarda OS’in overde androjen ureten steroidojenik enzimleri uyardigi, anti-
oksidanlarin bu enzimleri baskiladigi gésterilmistir (1,30). Ayrica PKOS’da artmis
oksidan durumun ID ile baglantili oldugu, ID ve hipergliseminin her ikisinin de
oksidatif duzeyi arttirdigi gosterilmistir (1). Reaktif oksijen turleri iki ucu keskin kilig

gibi fizyolojik sureglerde 6nemli sinyal molekulleri olarak hizmet ederken ayni
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zamanda kadin dreme yollarinda patolojik sureclerde de rol oynar. Yasa bagh
fertilite azalmasina neden oldugu gibi, fertilizasyonda oosit maturasyonu, embriyo
gelisimi, gebelik, dogum ve erken dodumun baslamasinda rol alirlar. Metabolik
olarak aktif organ olan overlerde birgok over kanseri yluzey epitelinde goéralur ve
yineleyen ovulasyonun buna etken oldugu dusunualmektedir. Ovulasyon ile
indUklenen oksidatif hasar ve over yuzey epitelinin DNA hasari anti-oksidanlar ile
Onlenebilir (55). Follikller gelisim ve ovulasyon slresince olaganustli seviyede
ROS uretilir ve bu ROS’un etkileri anti-oksidanlar ile notralize olur. Bazi hayvan ve
insan galismalari ile ROS’un oosit gelisimi, maturasyonu, follikiler atrezi, korpus
luteum fonksiyonu ve luteolizisdeki rolleri aydinlatilmistir. Oksidatif stres oosit ve
embriyo kalitesini etkileyerek fertilizasyon oranlarini bozar (55,76). Serbest
radikallerin belli bir seviyede Uretimi memeli oositlerinde mayotik slre¢ igin
faydalidir (77). Diger taraftan follikiler sividaki ROS’un asiri Uretimi veya anti-
oksidan sistemindeki azalma OS’e neden olur (76). Yapilan bir ¢galismada OS’in
fare ve insanlarda oosit kalitesini, fertilizasyon ve gebelik oranini azalttigi
gOsterilmigtir (78).

Bir anti-oksidan enzim olan SOD, bakir-ginko SOD (Cu-Zn SOD) ve
manganaz SOD (MnSoD) seklinde, buyuyen follikillerin teka ve GH’lerinde
bulunmustur. Hem insan hem de fare oosit ve tubasinda SOD, GSH-Px ve gama
glutamilsistein sentetaz gibi anti-oksidan enzimlerin transkripsiyonu gdsterilmistir
(55,79). Reaktif oksijen turleri konsantrasyonu implantasyon ve fertilizasyonun her
ikisinde de onemli rol oynar (76). Yapilan bir ¢calismada endometriyumda SOD
enziminin déngusel degisiklik gosterdigi belirtiimistir. Ge¢ sekretuar fazda ROS
dizeyi artarken SOD aktivitesi azalir. Bu degisiklik endometriyumun dokutlmesi ve

menstruasyonun olusum mekanizmasi i¢in énemli bir varsayimdir (80).
2.2.6. Polikistik Over Sendromu ve Klomifen Sitrat

infertilitenin en sik nedeni olan ovulatuar bozukluk en gok PKOS’da gériillr.
Dunya genelinde anovulatuar kadinlarda ovulasyon induksiyonu igin birinci
basamak medikal ajan olan KS, bir non-steroidal trifeniletilen bilesigidir. Klomifen
sitrat kullanimi ile ylksek ovulasyon oranina karsin, gebelik orani ¢ok daha
dusuktur. Bu farklihgin KS’in 6zellikle endometriyum ve servikal mukus Utzerindeki,

periferik anti-6strojenik etkisi nedeniyle oldugu dustnilmektedir. Klomifen sitratin
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over seviyesindeki anti-Ostrojenik etkileri tam anlasilamamigtir. Somatik hucrelerde
OS ve apoptozisi indikleyen KS'in (102), sicanlar ile yapilan bir calismada GH’de

apoptozisi indukledigi ve E2 sentezini azalttigi rapor edilmigstir (103).
Klomifen Sitrat’in Etki Mekanizmasi

Klomifen sitrat, dstrojenden daha uzun bir stre Ostrojen reseptorlerine bagh
kalarak etki gosterir (dogal Ostrojenin reseptorlere bagh kaldigi slre saatler
surerken KS haftalarca bagli kalabilir.). Bu uzun sireli baglanmadan dolayi
Ostrojen reseptdor yenilenme mekanizmasini  bozarak bu reseptorlerin
konsantrasyonunu azaltir (81). Boylece nukleusdaki Ostrojen reseptorleri
seviyesinde endojen oOstrojenlerle vyarisarak Ostrojen etkisini engeller. Bu
engelleme hipotalamus — hipofiz sisteminde olunca &strojenin negatif geri bildirim
etkisi ortadan kalkacagindan hipofizden FSH ve LH salinimi artar. Ovulasyon
indUksiyonundaki roll hipotalamo-hipofizer seviyede 6strojenin negatif geri bildirim
etkisini Onlemesine baglanmigtir (82). Normal bir kadina KS verildiginde
gonadotropin salinim sikhgi artar ama yuksekligi degismez, oysa PKOS olan bir
hastaya verildiginde hem gonadotropin salinim sikhglr hem de yuksekliginin arttigi
gosterilmigtir (83). Gonadotropinlerin ve 06zellikle FSH'nin artmasi ile follikdl

gelisimi uyarilmakta ve ovulasyonun saglanmasinda ilk tetik gcekilmektedir.
Endikasyonlar

1-Anovulatuar infertilite: Klomifen sitrat tedavisinden en ¢ok yararlanan hastalar

anovulatuar infertilitesi olan kadinlardir. Anovulatuar infertilitede KS tedavisi
yalnizca dolagimdaki 6strojen duzeyi gonadotropinler Uzerinde negatif geri bildirim
olusturacak seviyeye geldiginde etkilidir. Klomifen sitrata yanit olusmasi icin yeterli
Ostrojen duzeyini belirlemek zordur. Bu nedenle progesteron uygulanmasindan
sonra olusan c¢ekilme kanamasi, dolagsimdaki yeterli 6strojenin klinik yansimasi
olarak kabul edilebilir.

2-Ovulatuar Infertilite: Ovulatuar infertilitede ise KS multifollikiler gelisimi uyararak

olasi bir ovulasyon disfonksiyonunu diizeltip ovulasyonu saglamaktadir (4,91).
3-Luteal Faz Defekti: Klomifen sitrat, luteal faz defekti i¢cin uygun bir tedavi

secgenegidir. Progesteron duzeyi tipik olarak KS tedavisi sonrasi spontan
doénguden daha yuksektir ki, bu da gelisen preovulatuar follikilin gostergesidir.

4-Aciklanamayan infertilite: Dikkatli ve eksiksiz degerlendirme sonrasi KS tedavisi
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basarili olabilir. Agiklanamayan infertilite gibi ovulatuar hastalarda ovulasyonun
degerini arttirmak veya multifollikGler ovulasyon igin kullanilir.

Sheehan sendromu ve Kallman sendromu gibi hipotalamo-hipofiz aksi
defektif kadinlarda veya dolagsan Ostrojen seviyesi ¢gok duguk olan (WHO grup | ve
[Il) hastalarda kullaniimasi uygun degildir. Ayrica over Kisti olan hastalarda da

kullaniimamalidir.
Klomifen Sitrat Tedavi Rejimleri

Klomifen sitrat tedavisinde gunlik oral doz 50- 150 mg’dir. Spontan veya
uyarilmis kanamadan 2-5 gun sonra bagslanir ve 5 gun sure ile en dusik dozda
devam edilir. Ovulatuar déngu elde edilinceye kadar her dongl doz 50 mg arttirilir
(4). Kuramsal olarak guinlik dozun 250 mg’a kadar arttirilabilecedi kabul edilse de,
uygulamada 150 mg/gin ile ovulasyon elde edilemezse farkli bir ilag denenir.
Ovulasyon saglandiktan sonra, ayni doz gebelik olugana veya toplam tedavi suresi
6 dongu olana kadar tekrarlanir. Bir kez etkin doz belirlendiginde, ovulasyonda
kayip yoksa dozu arttirmaya gerek yoktur (88,5). Tedaviye dénginin 2, 3, 4, veya
5. glninde baslanmasinda sonuglar benzerdir (85). Baslangi¢ doz o6nerisi 50
mg/gun olmasina karsin, yayinlanan 13 raporun meta-analizinde yalnizca
%46’sinin bu doza yanit verdigi, %21’'nin 100mg/gin’e yanit verdigi ve %8’inin
150mg/gun ile ovile oldugu ortaya konmustur (86). Gunlik 150mg uzerindeki
dozlarda ne folikller gelismede, ne de ovulasyon oraninda Onemli artis
gorulmagtur (87). Bazi uygulayicilar siklikla 100mg/gun baslangic dozuyla
dongunin 4 veya 5. gunu tedaviye baslamakta, yalnizca asiri hassas veya
persiste kist formasyonu olan olgularda 50mg/giin dozuna bagsvurmaktadirlar.
100mg/gun baslangi¢c dozuyla tedaviye baslamanin, 50mg/gin ile tedaviye
baglamaya avantaji ovulasyon elde edilip, KS’a direncin tespit edilmesine kadar bu

tedavinin neden olacagi gereksiz dongu sayisini azaltmasidir (4).
Klomifen Sitrat Tedavi Sonuglari

Ovulasyon olusturmak icin KS dozunun, beden agirigiyla iligkisi gerekir,
ancak bu gerekli dozun belirlenmesi igin gtvenli bir yol degildir. Klomifen sitrat yag
dokusunda depolanmadigi i¢in, yanit vermeyen obez kadinlarda neden buyuk
olasilikla hiperandrojenemi ve hiperinsulinemidir. Dolagimdaki yuksek androjen ve
insulin dizeyleri hipotalamo-hipofiz-over aksini ilaca direngli hale getirir. Klomifen
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sitrat, FSH ve LH salinimina neden olur ve yuksek LH duzeyi gebeligi engeller.
Gebelik elde edilememesi artmig LH dizeyine bagl olabilecegi gibi, KS’'in servikal
mukus ve endometriyum Uzerine olan anti-Ostrojenik etkilerine de baglidir.
Endometriyal kalinlik 8mm altinda, endometriyal proliferasyon ve servikal mukus
baskilanmis iken intrauterin inseminasyon (lUl) uygulanirsa, doz ve sureyle
iliskisiz olarak gebelik orani dusuktir (88,89). Homburg yaptigi bir derlemede KS
ile tedaviyi takiben ovulasyon ve gebelik oranlarina iligkin sonuclarda 5268
hastada %73 ovulasyon orani ve %36 gebelik orani ortaya koymustur. Gebelik
sonuglari ile ilgili 4 calismay! daha degerlendirdiklerinde gebeliklerin yaklasik %20
spontan abortus, geri kalanin canli dogum ile sonuglandigini, %27 anovulatuar
kadinda normal FSH konsantrasyonu olmasina karsin KS’a direngli oldugunu
bildirmiglerdir (4). Yapilan bagka bir ¢calismada KS ile ovulasyon indliksyonuna
yanitta serbest androjen indeksinin en iyi belirleyici oldugu, ayrica obezite, dongu
Oykusu (oligo-amenore), ve ortalama over hacminin 6nemli degiskenler oldugu

gOsterilmistir (90).
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3. GEREG VE YONTEM

Bu calismada kullanilan gerekli kimyasal malzemeler Celal Bayar
Universitesi Arastirma Fonu tarafindan 2011-055 nolu proje ile desteklenmistir.
Ayrica calisma, Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi Hayvan Etik Kurulu'nun
28.10.2011 tarih ve 04/20/2011 sayili onay! ile gerceklestiriimigtir.

Deneysel Calismanin Yeri ve Deneklerin Turi

Bu calismada Dokuz Eyliul Universitesi Tip Fakiltesi Arastirma Biriminden
temin edilen, 200-250 gr agiriginda 28 adet Wistar albino sigan kullanildi. Dokuz
Eylul Universitesi Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari Laboratuvar’nda, bu tiriin
bulunmasi ve literatur ile uyumlu olmasi nedeniyle bu tur segildi. Tum hayvanlar
deney sonlanincaya kadar Deney Hayvanlari Laboratuvarlarinda 12/12 saat
karanlk/aydinlik periyodunda, 20-22 °C oda sicakhiginda barindirildi. Hayvanlar

dinlendirilmis musluk suyu ve standart pellet yem ile beslendi.
Deney gruplarinin olugturulmasi
Sicanlar rasgele 4 gruba ayrildi.

Grup I: PKOS grubu; Deneysel polikistik over sendromu olusturmak igin grup 1, 2
ve 3’teki her sicana bir defa yagda c¢ozinmis 4 mg estradiol valerat (EV)
intramuskuler olarak uygulandi ve injeksiyondan 30 glin sonra deneysel polikistik

over sendromu olusmus kabul edildi.

Grup II: PKOS +KS; Her sicana klomifen sitrat enjeksiyon ile 10 mg/kg dozunda

tek doz verildi.

Grup lll: PKOS +KS+E vit; Klomifen sitrat ile birlikte, 21 guin sure ile E vitamini

100 mg/kg dozunda intraperitoneal enjeksyon seklinde verildi.
Grup IV: Kontrol grubu (Bir sey uygulanmadi)

Siganlar 52.gun anestezi altinda (Ketamin HCI 80 mg/kg ve Xylazine 5
mg/kg ) servikal dislokasyon yoluyla feda edildi ve histolojik doku takibi icin uterin

boynuzlar alindi.
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Deney suresinin sonunda elde edilen doku ornekleri %10’luk formaldehit ile

tespit edildi.
Isik Mikroskobik Doku Takip Protokoli

%10’luk  formaldehit ile tespit edilen doku oOrnekleri, fiksatifin
uzaklastiriimalari amaciyla 1 gece akarsu altinda yikandiktan sonra dehidratasyon
amaciyla 20’ser dakika %70’den %95'e artan etil alkol serilerinden gegirildi.
Ardindan 20’ser dakika 4 degisim aseton solusyonlarindan gegirildikten sonra 2
degisim 30’ar dakika ksilolde tutuldu. 60°C’lik etlv igerisinde 2 degisim parafin
uygulanip 1’er saat parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin
bloklar igerisine géomduldu. Parafin bloklardan inceleme yapmak amaciyla mikrotom

araciligi ile 5um’lik kesitler alindi (Tablo 5).

Tablo 5: Isik Mikroskobik Doku Takip Protokolu

Islem Madde Siire
Tespit %10 formalin, 24 saat-48 saat
Fiksatifin uzaklagtirnimasi Akar su 1 gece
Dehidratasyon % 70 etil alkol 20 dk
% 80 etil alkol 20 dk
% 95 etil alkol 20 dk
Aseton (4 degisim) 20 dk
Seffaflagtirma Ksilol 30 dk
Ksilol 30 dk
Emdirme %60° C etiiv Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
Gomme Parafin

Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

Mikrotom(Leica, RM 2255) araciigi ile alinan 5p’luk parafin kesitler
deparafinizasyon islemi i¢cin 1 gece 60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, 20’ar
dakika U¢ degisim ksilole tabi tutuldu. Ardindan dehidratasyon iglemi i¢in %95’den
%70’e azalan alkol serilerinden gegirilen kesitler 10 dakika akarsu altinda yikandi.
10 dakika hematoksilen (Surgipath, 01562E, Bretton, Cambridgeshire) ile
boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi igin 10 dakika
akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika eozin (Surgipath, 01602, Canada) boyasi ile
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boyandi. Ardindan sirasiyla %80 ve %95’lik alkol serilerinden gegirilip havada
kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki degisim ksilolde
tutulduktan sonra entellan (Merck 1.07961.0100, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi
(Tablo 6).

Tablo 6: Hematoksilen-Eozin Boyama Proseduru

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilol (3 degisim) 20 dk
Dehidratasyon % 95 alkol Yikama
% 80 alkol Yikama
% 70 alkol Yikama
Yikama Akar su 10 dk
Boyama Hematoksilen 10 dk
Yikama Akar su 10 dk
Boyama Eosin 2 dk
Yikama Akar su 5 dk
% 80 alkol 1 yitkama
% 95 alkol 1 yitkama
Seffaflagtirma Ksilol (3 degisim) 20 dk
Kapama Entellan

immunohistokimyasal Yontem

Immunohohistokimyasal boyama igin ERa (Genetex, GTX61047), ERP
(Genetex, GTX23577), SOD (Genetex, GTX100659), inos (Genetex, GTX15323),
Enos (Genetex, GTX15280), primer ankitorlari kullanildi. immunohistokimyasal
inceleme igin 60°C lik etivde 1 gece ve ksilolde 3 degisim 20’ser dakika
deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol serilerinde rehidrate edildikten
sonra 10 dakika distile su ile yikandi. Dokuya zarar vermeden kurulanip dakopen
(Dako, Glostrup, Denmark) ile gevreleri sinirlandi. Tripsin (00-3008, Digest All 2A,
Zymed, San Francisco, California, CA) solusyonu iginde 37°C etuvde 15 dakika
tutuldu. inos boyamasinda tripsin islemi yerine 5 dk pH 6 sitrat buffer

solusyonunda dokular kaynatildi ve ardindan sogumaya birakildi. Ardindan tim
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dokulara, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’luk hidrojen
peroksit uygulandi. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon solisyonu ile yikanan kesitler
1 saat oda Isisinda bloklama solusyonu (invitrogen, Histostain- Plus Broad
Spectrum, 85-9043) ile enkube edildi ve ardindan yikama yapilmadan ERa, ERR,
SOD, inos, Enos antikorlari ile +4°C’de inkiibe edildi. Ardindan fosfatli tampon
soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler biyotinlenmis sekonder antikor (invitrogen-
Plus Broad Spectrum 85-9043) ile 30 dk inkibe edildi. PBS solusyonu ile yikama
yapildiktan sonra Enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi
(streptavidin) (Histostain- Plus Broad Spectrum 85-9043) 30 dakika uygulandi.
Reaksiyonun gorinlr hale getirilmesi icin Diaminobenzidin (DAB) (1718096,
Roche) kullanildi. Zemin boyamasi Harris hematoksilen ile yapildi. Dereceli
alkollerde dehidratasyon islemi gerceklestiriien kesitler ksilol ile seffaflagtirma

isleminden sonra entellan ile kapatildi (Tablo 7).
istatistiksel Degerlendirme

Gruplar arasi farklihk Kruskal Wallis, gruplar arasindaki farkhligin hangi
gruptan kaynaklandigi ise Mann-Whitney U testi ile analiz edildi. istatistiksel analiz
icin, Statistical Package for Social Sciences (SPSS) Version 15.0 for Windows
(SPSS Inc, USA) adli bilgisayar programi kullanildi. p<0.05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Tablo 7: immunohistokimyasal Yéntem

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilol (3 degisim) 20 dakika
Ksilen 30 dakika
Dehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Dokularin etrafini gizme Dakopen
Yikama PBS 3x5 dakika
Tripsin 37°C 15 dk
Yikama PBS 3x5 dakika
%3’luk hidrojen peroksit 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Bloklama Blok solusyonu 1 saat
Antikor ile inkiibasyon ERa, ERB, SOD, inos, Enos 2 saat, 4de
Yikama PBS 3x5 dakika
Biotinlenmis sekonder 30 dakika
antikor
Yikama PBS 3x5 dakika
Streptavidin sekonder antikor 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama DAB 5dk
Yikama Distile su 10 dakika
Zit Boyama Mayer’s hematoksilen 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Kapama Entellan
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4. BULGULAR
Isik Mikroskobik Bulgular:

Grup IV’e ait over dokusunun ise yuzeyi germinal epitelle doseliydi. Cevresel
yerlesimli korteks ve merkezi yerlesimli medulla ayrimi yapilmaktaydi. Kortekste
gelisimlerini farkli agsamalarindaki primordial, primer, sekonder ve graaf folikulleri
bulunmaktaydi. Medulla stromasi mezovaryum ile devam eden dizensiz siki bag

dokusundan olugsmaktaydi (Sekil 2).

-

h

Sekil 2: Grup IV’e Ait Over Dokusu (Ok: Cesitli bliyime asamasindaki follikiller.)
Grup |, Grup Il, Grup lil’e ait over dokusuna, antral folikill sayisinda ve atreziye
giden follikil sayisinda artis, kortikal ve subkortikal stromal hipertrofi ve kistik
dilate follikUller gdzlendi (Sekil 3).
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Sekil 3: Grup |,Grup Il, Grup lI'e Ait Over Dokusu (Yildiz :Atretik follikdl, *:Stromal

hipertrofi, ok: farkli asamalardaki gelismekte olan follikiller , KL: Korpus Luteum)

Grup IV’e ait uterus dokusunda; en icte endometriyal Iimen epiteli ve
endometriyal bezler ile karakterize lamina propriadan olugan endometriyum,
ortada miyometriyum ve organi distan saran perimetriyum tabakalari olmak Uzere
3 ayri tabaka ayirt edildi. Limen epiteli bazilarinda silia igeren prizmatik epitel
hicrelerinden olusan tek kath bir tabaka seklindeydi. Epitelin altinda bag dokusu
ile birbirlerinden ayrilmis uterus bezleri ile daginik halde bulunan stromal hucreler
gOzlendi. Miyometriyum tabakasinda kas hucreleri normal yapida goézlendi.
Miyometriyum tabakasindan sonra organi saran perimetriyum tabakasi
bulunmaktaydi (Sekil 4).
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Sekil 4: Grup IV’e Ait Uterus Dokusu ( ELE: Endometriyal limen epiteli, BE, Bez

epiteli, M: Miyometryium, P: Perimetriyum)

Grup I,Grup I, Grup lI'de bazi deneklere ait uterus kesitlerinde endometriyum
tabakasinda duzensizlik gozlendi. Endometriyumda daha fazla olmakla birlikte ve
miyometriyum dokusunda mononukleer hucre infiltrasyonu dikkati ¢ekti. Ayrica
miyometriyuma ait diz kas hucrelerinde fibriller duzensizlikler bulunmaktaydi.

PKOS grubuna ait bir denekte de endometriyal atrofi izlendi (Sekil 5,6).
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Sekil 5: Grup I,Grup I, Grup lI’'de Uterus Dokusu (Hiperplazili)

Ok: Endometriyal limen epiteli hiperplazisi, *: MNL infiltrasyonu

200 pm

Sekil 6: Grup |,Grup II, Grup lII'de uterus dokusu (Atrofiye olmus endometriyum)
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immunohistokimyasal Bulgular:

immunohistokimyasal boyanmalar semi-kantitatif ydntem ile degerlendirildi.
Bu yontemle boyanma derecelerine gore kuvvetli (+++,3), orta (++,2) ve zayif
(+,1), belirsiz-var yok (-,0) olarak tanimlandi. Preparatlar 1sik mikroskobu ile iki
histolog tarafindan degerlendirildi. Deg@erler ortalama ve standart sapma olarak

verildi.
LAMININ iIMMUNOHISTOKIMYASI

ERa immunboyanmasinda Kruskal Wallis non-parametrik testine gore 4 grup
arasinda anlamh fark vardi (p= 0.000). Bu farkin hangi gruptan kaynaklandigini
anlamak icin Mann Whitney U testi uygulandi. Bu testin sonuglarina gore grup IV
1.71 0,48 olarak gdézlendi. Grup I'de (0,42+0,53) grup IV’e gdre anlamli olarak
azalmisti (p=0,004). Grup Il (0,14+0,37) ile Grup | arasinda anlamh fark
g6zlenmedi (p=0.254). Grup Il ortalamasi 1,28+0,48 olarak gozlendi ve grup II'ye

\ "‘ .. i e Y ' ‘ y7 B % 5‘

ey 8 (\ s M a1 4 Bl S LA . 1

Sekil 7: Grup IV ERa (ELE: endometriyal limen epiteli, EBE: endometriyal bez epiteli,
ESTR: Endometriyal stroma . Kahverengi boyanan hicreler immun pozitif hicreleri

gOstermekte.)
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Sekil 8: Grup | ERa (ELE: endometriyal Iimen epiteli, EBE: endometriyal bez epiteli,
ESTR: Endometriyal stroma. Kontrol grubuna goére pozitif hucrelerin azaldigi
g6zlenmekte.)

i

Sekil 9: Grup Il ERa (ELE: endometriyal Iimen epiteli, EBE: endometriyal bez epiteli,
ESTR: Endometriyal stroma. Kontrol grubuna gbére pozitif hicrelerin  azaldidi
gbzlenmekte)

33



3 v
| Rt L ¢ ! e
iy z - 8%

a (ELE: endometriyal Iimen epiteli, EBE: endometriyal bez epiteli,
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Sekil 10: Grup Il ER

ESTR: Endometriyal stroma. PKOS ve PKOS+CC grubuna gére artmis immun pozitiflik
g6zlenmekte)

ERB immunboyanmasinda Grup 1V'de 1.53+0,53 olarak gézlendi. Grup !‘de (
0,5710,53) grup IV’e gore anlamlh olarak azalmisti (p=0,004). Grup !l (0,42+0,53)
ile grup | arasinda anlamh fark gdézlenmedi (p=0.254). Grup Ill ortalamasi
1,28+0,48 olarak gozlendi ve grup II'ye gore anlamli olarak artmisti (p=0.002)
(Sekil 11,12,13,14) (Tablo 8,9)
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Sekil 11: Grup IV ERB (ELE: endometriyal Iim

ESTR: Endometriyal stroma . Kahverengi boyanan hicreler immun pozitif hicreleri

\ &/

en epiteli, EBE: endometriyal bez epiteli,

gOstermekte)

Sekil 12: Grup | ERB (ELE: endometriyal limen epiteli, ESTR: Endometriyal stroma .

Kontrol grubuna gére pozitif hiicrelerin azaldigi gézlenmekte)
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Sekil 13: Grup Il ERB (ELE: endometriyal Iimen epiteli, EBE: endometriyal bez epiteli,
ESTR: Endometriyal stroma)

R O 520/ Nz 3 e e {5
Sekil 14: Grup Il ERB (ELE: endometriyal limen epiteli, EBE: endometriyal bez epiteli,

ESTR: Endometriyal stroma. Grup | ve Grup I'ye gére artmis immun pozitiflik
g6zlenmekte)

SOD Grup IV 0,8510,37 olarak gozlendi. Grup I'de 2,00+0,57 Grup IV’e gore
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anlamh olarak artmigti (p=0,004). Grup Il (2,14+0,37) ile grup | arasinda anlaml
fark gézlenmedi (p=0.254). Grup Il ortalamasi 1,42+0,53 olarak gézlendi ve grup
Il gére anlamli olarak azalmisti (p=0.002) (Sekil 15,16,17,18) (Tablo 8,9)

e %P S Yk '»,‘ L RN i -
Sekil 15: Grup IV SOD (ELE: endometriyal limen epiteli, EBE: endometriyal bez epiteli,
ESTR: Endometriyal stroma . Kahverengi boyanan hicreler immun pozitif hicreleri
gOstermekte)
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Sekil 16: Grup | SOD (ELE: endometriyal limen epiteli, ESTR: Endometriyal stroma .

Kontrol grubuna gére pozitif hiicrelerin arttigi gézlenmekte)

/5 PN RN - \\x Al u <L AU
Sekil 17: Grup Il SOD (ELE: endometriyal limen epiteli, EBE: endometriyal bez epiteli,

ESTR: Endometriyal stroma. Kontrol grubuna gore pozitif hiicrelerin arttigi gézlenmekte)
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ESTR: Endometriyal stroma. PKOS ve PKOS+CC grubuna gére azalmis immun pozitiflik
g6zlenmekte)

INOS Grup IV'de 1.42 +0,53 olarak gozlendi. Grup I'de( 2,28+0,48) grup IV gore
anlamli olarak artmisti (p=0,015). Grupll (2,14+0,69) ile grup | arasinda anlamli
fark gézlenmedi (p=0.705). Grup Il ortalamasi 1,28+0,48 olarak gbézlendi ve grup
I ye gbre anlamli olarak azalmigti (p=0.002). (Sekil 19,20,21,22)(Tablo 8,9)
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Sekil 19: Grup IV INOS (ELE: endometriyal limen epiteli, EBE: endometriyal bez

epiteli, ESTR: Endometriyal stroma . Kahverengi boyanan hicreler immun pozitif
hicreleri gostermekte)
s

Sekil 20: Grup | INOS (ELE: endometriyal limen epiteli, ESTR: Endometriyal stroma .

Kontrol grubuna gére pozitif hiicrelerin arttigi gézlenmekte)
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: endometriyal limen epiteli, EBE: endometriyal bez epiteli,

Sekil 20: Grup Il INOS (ELE
ESTR: Endometriyal stroma)
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Sekil 22: Grup Il INOS (ELE: endometriyal liimen epiteli, EBE: endometriyal bez

epiteli, ESTR: Endometriyal stroma. PKOS ve PKOS+CC grubuna gbére azalmis immun
pozitiflik gézlenmekte)

Enos Grup IV 1.85+0,37 olarak gozlendi. Grup I'de ( 1,14+0,37) grup IV’e gore
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anlamli olarak azalmisti (p=0,010). Grup Il (0,1410,37) ile grup ! benzer bulundu
(p=1). Grup IIl'Gn ortalamasi 1,42+0,53 olarak gozlendi ve grup II'ye gére anlamli
fark izlenmedi (p=0.254). (Sekil 23,24,25,26) (Tablo 8,9 )

4475 “ }"‘- . .':_\
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Sekil 23: Grup IV eNOS (ELE: endometriyal limen epiteli, EBE: endometriyal bez
epiteli, ESTR: Endometriyal stroma . Kahverengi boyanan hlcreler immun pozitif

hicreleri gostermekte)
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Sekil 24: Grup | eNOS (ELE: endometriyal Iimen epiteli, ESTR: Endometriyal stroma .

Kontrol grubuna gére pozitif hticrelerin azaldig1 gdézlenmekte)

Sekil 25: Grup Il eNOS (ELE: endometriyal limen epiteli, EBE: endometriyal bez

epiteli, ESTR: Endometriyal stroma)
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Sekil 26: Grup lll eNOS (ELE: endometriyal limen epiteli, EBE: endometriyal bez
epiteli, ESTR: Endometriyal stroma. PKOS ve PKOS+CC grubuna gére artmis immun
pozitiflik gdzlenmekte)
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Tablo 8: Gruplara ait immunhistokimyasal semikantitatif skorlama (Ort £ SS)

Grup ERa Erp SOD iNOS eNOS

Grup | 0,42+0,53 0,57+ 0,53 2,00 £0,57 2,28+ 0,48 1,14+ 0,37
Grup Il 0,14+0,37 0,42 £0,53 2,14+ 0,37 2,14 £0,69 1,14+ 0,37
Grup Il 1,2840,48 1,28 0,48 1,42 £0,53 1,28+ 0,48 1,42+ 0,53
Grup IV 1.71 0,48 1,53+ 0,53 0,85+ 0,37 1,42 0,53 1,85+ 0,37
Tablo 9: Gruplar arasi immunohistokimyasal istatistik degerleri (p)

4 GRUP P=0,000 P=0,004 P=0,001 P=0,009 P=0,022
GIV-GI P=0,004 P=0,004 P=0,004 P=0,015 P=0,010
GIV-GI P=0,0010 P=0,001 P=0,001 P=0,058 p=0,010
GIV-GIl P=0,112 P=0,122 P=0,122 P=0,591 P=0,107
GI-Gl P=0,254 P=0,254 P=0,254 P=0,705 P=1,0
GI-GlI P=0,015 P=0,015 P=0,015 P=0,006 P=0,254
Gl-GlI P=0,002 P=0,002 P=0,002 P=0,026 P=0,254
Grup:G
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5.TARTISMA

Polikistik over sendromu, Ureme donemindeki kadinlarda en sik gorilen,
multifaktoryel temelli, genis klinik spektrum gdsteren bir rahatsizliktir.
Hiperandrojenizm, ovulatuar disfonksiyon, ve polikistik overler ile karakterize
sendromda (8), genellikle amenoreden menorajiye kadar genis bir yelpazede yer
alan adet duzensizlikleri, hirsutizm ve bazen de obezite goérilir (8,30). Artmis
serum LH seviyesi ve BKi'ne bakilmaksizin var olan ID sendromun genel
Ozelligidir, dolayisiyla uzun vadede Tip || DM ve KVH riski artar (1,8). Ayrica kronik
anovulasyon, obezite ve hiperinsilinemi sonucu ileri yasta endometriyal
neoplaziye yatkinlik goértlebilir (91). Anovulatuar infertilitenin en sik nedeni olan
PKOS’da (92) artmis beden yag orani ID’yi siddetlendirir ve olumsuz metabolik
sonuglarla iligkilidir (34,36). Kilo verme o6zellikle kilolu ya da obez PKOS’lu
kadinlarda etkili, ucuz ve yan etkisiz oldugu icin genel tedavide ilk secenek
olmalidir. Obez olgularda yalnizca %5-7 arasinda kilo kaybi adet déngu dizeni ve
ureme fonksiyonunda iyilesme saglayabilir (93). Diger tedavi yontemleri KS ya da
FSH ile uyari, insulin ve/veya LH konsantrasyonunda azalma gibi prensiplere
dayanir (92). Klomifen sitrat, ovulasyonun duzensizligi ya da yoklugunda
farmakolojik tedavinin birinci basamagini olusturur. Ancak KS verilen hastalarda
ovulasyon orani yaklasik %80 iken gebelik orani yalnizca %35-40’1 bulmaktadir
(5). Ovulasyon ve gebelik oranlarindaki bu buyuk tutarsizlik KS’nin endometriyum
ve servikal mukus Uzerindeki anti-ostrojenik etkileri ile iligkilidir (92).

Belirgin OS’in goéruldigu metabolik bozukluklardan biri olan PKOS’da, TOS
ve TAS arasinda dengesizlik vardir. Mitokondrial oksijen tiketimi ve GSH’in
azalmasiyla ROS drUnlerinin  artmasi, PKOS’lu hastalardaki mitokondriyal
disfonksiyonu agiklamada yardimci olur. Mitokondrial ve endotelyal fonksiyonun iR
ile de iligkili oldugu gosterilmistir (94). Oksidatif stres hicre ve doku yapilarina
karsi gelisen molekiler hasarin ana nedenlerinden biridir. Oksijen radikallerinin
zararli etkilerini dnleyen ya da sinirlandiran temizleyici molekuller olan anti-

oksidanlarin kadin Ureme sisteminin normal isleyisinde ve kadin infertilite
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patogenezinde oOnemli rolleri vardir (55). Anti-oksidanlar ayrica apopitoz,
ovulasyon ve steroidogenez gibi ovaryan islevleri de duzenler (55,56,57). Bununla
birlikte anti-oksidanlar yluksek dizeylere ulasirsa amenore, fertilitenin azalmasi,
abortus riski, embriyotoksisite ve teratojenite gibi sonuglara yol acabilirler (58).
Dolayisi ile OS ile mucadele ederek dengeyi ve dizeni saglamaya g¢alisan anti-
oksidatif mekanizma, belli bir degerin Ustlinde koruyucu etki yerine olumsuz etki
gosterebilir. Genel toplumda kan glikoz dizeyleri ve OS arasinda guglu bir iligki
bulunmustur (62). Diabet ve obezitede artan OS ayrica ID’'ne sahip PKOS'lu
kadinlarda da belirgin artig gosterir (63,59,61). Bununla birlikte obez olmayan ve
hiperinsilinemisi bulunmayan PKOS hastalarda da TOS ve TAS artisi
gosterilmistir (3,1). Ancak bu calismalarda anti-oksidan dizeyleri ile ilgili ¢eliskili
sonuglar vardir. Bazi arastirmacilar PKOS’da anti-oksidan duzeyinde azalma
bulurken, digerleri kompansatuar mekanizma olarak arttigini goézlemlemislerdir
(1,2). Superoksit radikallerini temizleyen ve 6nemli bir anti-oksidan enzim olan
SOD, endometriyal dizenlenme ve korpus luteum fonksiyonlarinda rol oynar.
Superoksid radikalinin damar gecirgenligi artigi ile 6strojen etkisine non-genomik
yanitta rol aldigi ve implantasyon ile desidualizasyonun baslamasi igin gerekili
oldugu ileri surtlmustur. Adenomyozis ve endometriyozisde artan stperoksidin, bu
hastaliklarda gortlen infertilite ve/veya abortusla iliskili oldugu ve yanit olarak da
SOD ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (7). Endometriyal dizeyde OS artisi
fertilitenin bozulmasi, erken gebelik kayiplari, premalign ve malign dénusime
neden olmaktadir. Endometriyal polip, myom, hiperplazi ve adenokarsinomlu
hastalarda endometriyumda anti-oksidan enzimler ve lipid peroksidasyonu Uzerine
yapilan bir calismada SOD aktivitesinin hiperplastik ve adenokarsinomlu
hastalarda 6nemli miktarda azaldigi gosterilmistir. Katalaz aktivitesi endometriyum
adenokarsinomunda 6nemli miktarda azalirken, lipid hidroperoksit seviyesi SOD
ve katalaz aktivitesi ile negatif baginti, GSH-Px ve glutatyon rediktaz aktivitesi ise
pozitif baginti gosterir (95). Bizim ¢alismamizda PKOS grubunda SOD aktivitesi
kontrol grubuna gore daha yuksektir. Bu yuksekligin PKOS’'un neden oldugu OS
ile basa ¢cikmanin sonucu gelistigini digsunuyoruz. Bu sonug¢ uzun vadede artmis
endometriyal kanser riskinin belki de ge¢ donemde bu kompansatuar
mekanizmada olusan bozukluga bagli gelisebilecegini akla getirmektedir. Bu

konuda yapilan bagka bir calismada, katekol ostrojenler (CE), 4-hydroksiestradiol
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(4-OHE(2)) and 2-hydroksiestradiol (2-OHE(2)) seklinde &strojenin oksidatif
metabolizmasinin, Ostrojen karsinogenezinde oOnemli rol oynayabilecegi
gOsterilmistir. Bu metabolitler mikrosatellit dengesizligi ve neoplastik dontsumu
indukler (96). Bifulco ve ark. endometriyum adenokarsinomunda endometriyal
seviyedeki endoplazmik retikulum (ER) stresi arastirmis ve ER stres belirtecleri
olan GRP78, ATF6 and CHOP mRNA ekspresyonunun endometrioid endometriyal
adenokarsinom o6rneklerinde o6nemli miktarda arttigini géstermistir (97). Bu
calismalar bize endometriyum adenokarsinom patogenezinde OS’in Gnemli bir rol
oynadigini gostermektedir. Karsilanmamig 0Ostrojen etkisinin neredeyse prototip
ornegi olan PKOS, yalnizca o6strojenin proliferatif etkisi ile degil ayni zamanda
artmis OS’in varhdi ile de uzun vadede endometriyum kanser gelisiminde rol
oynayabilir. Erken gebelik ve endometriyumda desidual donusimde FOXO-1
proteinlerinin rolintn arastinldigi bir galismada, FOXO proteinleri ya proapoptotik
ya da farklilagsma ile iligkili genler Gzerinden, hicre donglusunin durmasi, oksidatif
savunma ve DNA onarimi gibi diuzenleme yetenekleri nedeni ile hucre kaderinin
anahtar duzenleyicisi olarak ortaya c¢ikmistir. Endometriyumda FOXO-1
progesterona bagimh farklilasma, adet kanamasi ve gebelik silresince oksidatif
hasara karsi fetomaternal korumada kritik bir duzenleyici olarak 6zel bir Gneme
sahiptir (98). Saglkh bir gebeligin olusumu ve implantasyon sonrasinda strmesi,
OS’in yeterli diizeyde dengelenmesine baglidir. PKOS'nun hem kendi metabolik
etkileri hem de tedavi amagh kullanilan KS’in OS Uzerine yarattigi ek etki,
sendromda gorulen erken gebelik kaybi ve KS tedavisi ile elde edilen ovulasyon-
gebelik oranlari arasindaki dengesizligi agiklayabilir. Bu ¢calismada erken gebelik
kaybinda gorilen OS, PKOS’da goriulen yiuksek abortus orani ile iligkili olabilir.
Kajihara ve ark. desidualize insan endometriyal stromal hucrelerde OS direnci ile
ilgili genlerin ekspresyonu Uzerinde androjenlerin etkilerini arastirmis ve
dihidrotestosteronun (DHT) desidualize insan endometriyal stromal hicreler
uzerinde OS ile induklenen apoptozise karsi direnci arttirdigini gdstermistir (99).
Ayrica ayni c¢alismada DHT, artmis SOD2 proteinine paralel FOXO1
ekspresyonunu arttinir.  Yani DHT anti-oksidan aktiviteyi arttirarak OS’in
desidualize endometriyum Uzerindeki apoptozis surecini etkiler, implantasyon ve
trofoblast invazyonu agsamasinda rol oynar. Periferik dokuda gugli bir etkinligi olan

DHT, endometrial proliferasyon ve sekresyon asamalarinda da gorev alarak,
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apoptotik sureg¢ Uzerine olan etkisiyle uzun vadede endometriyum duzensizligine
yol acabilir. Calismamizda OS’e kargi korunma amaciyla arttigini diastindigumiz
SOD, DHT’a bagh artista da goruldigu gibi, PKOS’da olusan hem dizensiz EM
gelisiminden hem de implantasyon Uzerine olan etkisiyle artan gebelik kaybindan
sorumlu olabilir. Endometriyum Uzerine gorulen bu etkilerin benzeri, overdeki
mikrogevrede gorulen androjen artisiyla duzensiz follikil gelisimi hatta follikdl
duraklamasinda rol oynayabilir. Apoptotik strecin dizgun islememesi follikillerin
atreziye ugramasina engel olarak kuguk boyuttaki follikil havuzunun artigina
neden olabilir. Pre-antral follikul artigi androjen Gretimini arttirarak hem follikullerin
daha da gelismesini baskilar hem de artan androjenin apoptozis Uzerindeki
baskilayici etkisinin gorilmesine yol acacak kisir déngunin sirmesine neden olur.
Sendromda gérdugiimiz artmis OS ID ile de iligkilidir (1). Sabuncu ve ark. OS
belirteci olan MDA ve antioksidan GSH seviyesi ile insulin duyarlligi arasinda
negatif baginti varligini ve ortalama BKi 31.4 kg/m? olan PKOS'lu hastalarda SOD
dizeyininin yuksek oldugunu gdstermislerdir (59). Bu ¢alismada OS artisi ile
birlikte gorulen yuksek anti-oksidan seviyesi bizim ¢alismamizda buldugumuz anti-
oksidan artigini desteklemektedir. Kusgu ve arkadaslarn yaptiklari ¢alismalarinda
SOD duzeyini obez olmayan PKOS grubunda kontrol grubuna goére yuksek tespit
etmislerdir (3). Bu iki calismada hem ince hem de obez hastalarda gorilen SOD
artisinin, OS’e vyanit olarak kompansatuar bir mekanizmayla oldugu
dusunulmektedir. Hastalarin ortalama yaslari géz 6nune alindiginda olumsuz
metabolik etkilerle kargilasma slresi en az 7-8 yildir. Calismamizda olugturulan
deneysel PKOS modeli, Ustinden fazla bir zaman gegcmese bile EM dizeyinde
SOD artisinin olabilecegini gdstermesi acgisindan 6nemlidir. Polikistik over
sendromunda belli bir zaman dilimi gegmeden OS olusabilir, hatta deneysel model
suresi bile olumsuz metabolik degisikliklere yol acabilir.

Uterus fonksiyonun bozulmasi ve azalmig fertilite ile iligkili olan DM, artan
ROS sonucu olusan oksidatif hasar ile iligkili metabolik bir rahatsizliktir. Bu hasara
kargi anti-oksidan destegi ile korunmanin arastirildigi bir galismada, streptozotosin
ile olusturulan diabetik sigcanlarda endometriyumda lipid peroksidasyonu ve
temizleyici enzim aktivitesi Uzerine E vitamini ve selenyum kombinasyonunun
etkileri arastirilmig, bu tedavi ile streptozotosin grubunda MDA ve kan glukoz

seviyesi dusmustir (100). Ayrica kontrol grubu ile karsilastirildiginda
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streptozotosin grubunda katalaz, SOD ve GHS-Px aktivitesi onemli miktarda dusuk
bulunmustur. E vitamini ve selenyum tedavisi ile bunlarin aktiviteleri artarken,
diabetik sicanlarda OS’in neden oldugu endometriyal komplikasyonlar ve anormal
kan glukoz seviyesinin anti-oksidan destegi ile giderilebileceg@i gosterilmigtir. Bizim
PKOS modelimizdeki SOD artigi OS’e kargi mucadele edebilme kapasitesini
gOstermektedir ve E vitamini destedi ile SOD azalmasinin, ortamdaki OS’in
azalmasi sonucu oldugunu dusunUyoruz. Streptozotosin ile azalan SOD seviyeleri
PKOS’da gorulen OS’den farkl bir yolla olusabilir. Diabetes mellitus PKOS’a goére
sistem tutulumu agisindan ¢ok daha yaygin bir metabolik bozukluk yaratarak
savunma mekanizmalarini bozabilir. Aslinda PKOS da, uzun vadede metabolik
sendromda gorulen agir degisikliklere yol agabilir. Ancak bu degisiklikler daha ¢ok
obez, belirgin ID ve dislipidemisi olan kigilerde gorulir. Calismamizdaki PKOS
modelinde overde histolojik degisiklikler goralmesine karsin, metabolik bozukluga
yol agacak sure olusmadidi icin EM dlzeyinde savunma amaglh SOD artis
kapasitesinin hala ¢alismis oldugunu dusltnuyoruz. Sonug olarak bu iki calismada
da OS’in EM duzeyinde etkisinin olabilecedi ve bu etkinin E vitamini tedavisi ile
gerileyebilecegi gorulmugtur. Guney ve ark. yaptiklari deneysel ¢calismada fluorid
(F) ile induklenen OS ve endometriyal duzeydeki hasara karsi E ve C vitaminin
rolunu arastirmig, F tedavisine anti-oksidan eklendiginde endometriyal MDA’nin
azaldigini fakat SOD, GSH-Px ve katalaz aktivitesinin arttigini géstermistir (101).
Bu anti-oksidan vitaminler F ile induklenen endometriyal hasara karsi histopatolojik
koruma saglamigtir. Bizim ¢alismamizda PKOS ile endometriyum diuzeyinde SOD
artisi ve bunun E vitamini ile geri dontsu, endometriyum’da OS yuku ile basa
cikma yontemi olarak kabul edilmistir.  Calismamizin  Il.  grubunda PKOS
olusturulan siganlara verilen KS tedavisi ile EM duzeyindeki SOD aktivitesini
arastirdik. Bu grupta KS verildiginde SOD duzeyinin arttigi ancak bu artisin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi goraldi. Grup Il de E vitamini uygulamasi ile
SOD dizeyinin hem Grup | hem de Grup II'ye gore azaldigi gosterildi. Anti-oksidan
etkinlik igin verilen E vitamininin endometriyumda SOD’u azaltmasi, dokunun OS
yukl ile karsilasmasinin azalmasi sonucu olabilir. Hastalarda goérilen OS ve
gunlik uygulamada ovulasyon induksiyonu amaciyla genellikle ilk tercih olarak
baslanan KS’in bu etkiyi kuramsal olarak arttirabilmesi, OS’e bagli olumsuz

etkilerin  gelisebilecegini gosterir.  Endometriyum dizeyinde artan OS,
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implantasyonu bozarak ovulasyon saglandigi halde gebelik oraninin dusuk
olmasina yol acan faktérlerden biri olabilir. Endometriyum Uzerindeki OS’in
yarattigi bu olumsuz surecin E vitamini destegi ile geri donebilmesi, gerek
PKOS’'un kendine 06zgu gerekse KS’In ek katkisi ile artan ve olasilikla
implantasyon Uzerine olugan bu olumsuz etkiyi onleyebilir. Tripathi ve ark. KS'in
overde H,O, Uretimini indUkledigini ve bir antioksidan olan melatonin ile bu
H.O2'nin temizlenerek sican yumurtalarindaki KS ile olusan morfolojik apoptotik
degisikliklere kargi koruyucu etki gosterdigini belirtmislerdir (6). Bu g¢alisma
iIsiginda KS'in follikilogenez agsamasinda OS’e neden oldugu ve gelisen yapisal
degisikliklerin melatonin ile geri dondugu, dolayisiyla tek basina ya da ek olarak
yapilacak anti-oksidan tedavinin yarari olabilecegi dusUnilmektedir. Klomifen
sitratin tek basina OS olusturmasi, zeminde PKOS’nun Ureme sisteminde
gelistirdigi anormal metabolik slrece ek olarak olumsuz katkida bulunabilir. Hem
overde hem de endometriyumdaki OS, gebelik oranini dusiren nedenlerden biri
olabilir. Yapilan bagka bir calismada KS’in somatik hicrelerde OS ve apoptozisi
indUkledigi bulunmustur (102). Bu ¢alismadan da anlasilacagi gibi, KS kullanimi
bedende genel bir OS artigina yol agmaktadir. Deneysel hayvan modelinde KS'in
overyan folikullerde o6zellikle GH’lerinde apoptozisi indukledigi ve E2 sentezini
azaltugr bildirilmistir (103). Overde ve dolasimdaki E2 seviyesinde azalma,
follikiler mikrogevrede dominant follikil se¢iminde rol oynayarak hem
follikilogenez asamasi hem de oosit olgunlagsmasi Uzerine olumsuz etki
gosterebilir. Gelisen follikil iginde yeterince olgunlagsamayan oosit ovule olsa da
fertilizasyon ve/veya implantasyon asamasinda basarisiz kalabilir. Bitin bu
olumsuz sureg¢, OS’'In Ureme sistemindeki etkinligini vurgulamasi agisindan
onemlidir. Polikistik over sendromunda infertilite tedavisinde kullanilan driner ve
rekombinant human koryonik gonadotropinin (UhCG-rhCG) desidualize insan
endometriyal stromal hucrelerinde OS yaniti Uzerine olan farkh etkilerinin
arastinldigi bir calismada, rhCG’nin oksidatif hiicre 6liminden korudugu ancak
uhCG de ayni etkiyi gostermedigi gortulmuastir (104). Bu duruma aracilik eden
mekanizmalardan biri rhCG’nin  Mn-SOD ekspresyonunu arttirmasi oldugu
gOrulmustir. Bu sonuca goére rhCG o6zellikle implantasyon ve daha sonrasinda
gebelikte oksidatif hasara karsi maternal desiduay! korumak igin tercih edilen bir

ajan olarak dusunulebilir. Biz ¢alismamizda hem Grup | hem de Grup Il de SOD
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artigsinin gordlmesini, olusan OS’e kargi EM duzeyinde koruma mekanizmasi
olarak dusunuyoruz. Eklenen E vitamini ile gortlen azalma, OS yukunin ortadan
kaybolmasi ile artik daha fazla SOD dretimi gereksiniminin olmadigini
gOstermektedir.

Ostrojenin biyolojik aktiviteleri, endometriyumda varligi gésterilen ERa ve
ERB isimli 2 nukleer reseptdrle kontrol edilir. Dokudaki Ostrojenik aktiviteden
birincil derecede sorumlu olan ERa ve ERP’nin, PKOS’daki endometriyal
ekspresyon duzeyi tartismalidir. Biz galismamizda Grup I'de endometriyal ERa ve
ERB ekspresyonunu anlamli olarak azalmis bulduk. Bu azalma KS eklendiginde
daha da belirgin olmasina karsin anlamli degildi. Bununla birlikte E vitamini
eklendiginde hem Grup | hem de Grup II'deki ERa ve ERB ekspresyonu anlamli
olarak artti. Endometriyum duzeyinde implantasyonda 6nemli rol oynayan ERa ve
ERB ekspresyonunun Grup I'de azalmasi bu hastalarda goérilen basarisiz
implantasyon ve hatta belki de erken gebelik kayiplari agisindan 6énemli olabilir.
Ovulasyon indiksiyonunuda ilk secenek olan KS'iIn ERa ve ER B ekspresyonu
Uzerine azaltici etkisi, KS tedavisi ile %80’e ulasan ovulasyon oranina karsin
gebelik oranlarinin %30-40 seviyelerinde kalmasini agiklayan nedenlerden biri
olarak karsimiza ¢ikabilir. Calismamizin belki de en 6nemli ve goze ¢arpan yani, E
vitamini ile butin bu olumsuz surecin geri donebilecegini goéstermesidir. Ovulasyon
induksiyonunun ardindan artmig implantasyon vyetersizlikleri ya da olusan
gebeligin ardindan artmis abortus riski, PKOS’lu kadinlarda azalmis fertilitede
anovulasyonun tek neden olmadigini, ayrica reseptor duzeyindeki bu degisiklik
sonucu endometriyal disfonksiyonun da sorumlu olabilecegini dustndurir. Vega
ve ark. 4 grup (normal endometriyum, tedavisiz PKOS, hiperplazili PKOS ve
endometriyal hiperplazi) hastada vyaptiklari c¢alismada androjen, 0&strojen
reseptorleri ve ek duzenleyici seviyesini arastirmiglar, steroid tedavisi almayan
PKOS’da endometriyal hicre ¢ekirdeklerinde ERa protein ekspresyonunda énemili
miktarda artis gérmusler, 6zellikle epitelyal kompartmanda ise tedavisiz PKOS’dan
EM hiperplazili PKOS ve hiperplazili endometriyuma dogru giderek artan ERB gen
ve protein ekspresyonu oldugunu gdstermislerdir (105). Calismanin sonucunda
PKOS’lu endometriyumun steroid etkilere yiksek duyarliik gosterdigi, bu
degisikliklerin hicre dongusu ile iligkili gen transkripsyonunu da duzenleyerek,
PKOS kadinlarda EM hiperplazi gelisimi ile iligkili olabilecegi dustunulmustur. Biz
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calismamizda endometriyumdaki ERa ve ERp seviyelerini dusuk bulduk. Bu dusuk
reseptor seviyelerinin implantasyonu olumsuz etkileyen faktorlerden biri oldugunu
disundyoruz. Vega'nin calismasinda gorilen reseptdr artisi, belki de uzun
donemde androjen karsisinda goreceli olarak dugsik kalan &strojenin,
endometriyumdaki etkinligini saglayabilmek icin kompansatuar bir yanit olarak
gelismis olabilir. Polikistik over sendromunda gorulen ovulasyon yetmezligi ve
goreceli dusuk Ostrojen duzeyine kargin ER sayisi artarak EM hiperplazi ve kanser
gelisimine neden olabilir. Yapilan bagka bir ¢alismada da PKOS olan kadinlarda
sekretuar endometriyumda steroid reseptorleri, ek duzenleyiciler ve uterin
reseptivite ile iliskili molekuller degerlendiriimis, PKOS endometriyumunda normal
endometriyuma gore ERa ve ek duzenleyiciler icin protein ve mRNA seviyesi
yuksek, implantasyonda gorevli B3 integrin ekspresyonu ise dusuk bulunmustur
(106). Sonug olarak arastirmacilar PKOS olan kadinlarin endometriyumlarinda
steroid hormon yaniti yuksekliginin B3 integrin ekspresyonuna zarar vererek
implantasyon yetmezligine yol acgtigini disunmauglerdir. Ancak Wang ve ark.
yaptigi baska bir calismada, PKOS’lu kadinlarin implantasyon penceresindeki
endometriyumunda ERa, ERB ve G proteini giftlesmis ER (GPR30) nin azaldigi
rapor edilmistir (107). Azalmis gebelik oranlari ve yuksek spontan abortuslarin
dusuk endometriyal reseptiviteye eslik ettigini ve reseptor ekspresyonunun
dizetilmesinin endometriyal reseptiviteyi gelistirerek PKOS ile iligkili infertiliteyi
azaltmaya yardimci olabilecegini belirtmiglerdir. Bizim de ¢alismamizda hem Grup
| hem de Grup II'de buldugumuz azalmis ERa ve ERPB reseptorleri,
endometriyumun Ostrojene kargi yanitini azaltabilir ve bu hastalardaki yuksek
ovulasyon basarisina karsin duisik gebelik oranlari ile ylksek erken gebelik
kaybini acgiklayabilir. Anti-oksidan olarak E vitamini eklenen grupta endometriyum
reseptivitesinin duzelmesi, inferti PKOS hastalarinin tedavilerine anti-oksidan
eklenmesi ile gebelik oranlarinda artis saglanabilecegini dugundurmektedir.

instlin direnci ve diisiik diizeyde kronik inflamasyon PKOS olan kadinlarda
siklikla gorulmektedir. Obeziteden bagdimsiz bir sekilde PKOS’da artmis
hiperglisemiye yanit olarak mononukleer hicrelerden ROS Uuretimi ile olusan OS
de pro-inflamatuar duruma katki saglayabilir, ID ve hiperandrojenizm de bu
durumu indukler (64). Hiperglisemi ve C-reaktif protein artigina bagli olarak,

PKOS’lu hastalarda inflamatuar evrede mononukleer hlcrelerin sayisinin arttigi
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saptanmigtir. Fizyolojik hiperglisemi mononukleer hlcrelerden ROS salinimini
arttirir, sonrasinda TNF-a salinimini aktive eder ve inflamatuar bir transkripsiyon
faktor(i olan NF-Kappa B'yi arttirir. Sonug olarak iD’nin bilinen bir mediatéri olan
TNF-a ileri evrelerde artisa ugrar. Olusan oksijen radikalleri iD'ni arttirip,
hiperandrojenizmi belirginlegtiren inflamatuar bir ¢evre olusturur (30,108,109).
Ayrica polimorfonukleer hicrelerin dénlUstinde azalma, IL6, TNFa ve adhezyon
molekulleri (vaskiler hiicre adhezyon molekuli1 ve E-selektin) ile adhezyonunda
artma gorilir. Elde edilen kanitlar PKOS'da IR ile inflamatuar durumun iligkili
oldugunu ve lokosit endotel etkilesimini indikledigini gosterir (94). Ureme
sisteminde 6nemli gorevleri olan ve eNOS ile iINOS tarafindan L-argininin L-
strilinine déndsimu sirasinda sentezlenen nitrik oksit (NO) oldukga reaktif bir
serbest radikaldir. Diger inflamatuar mediatorlerle birlikte protein, karbonhidrat,
nukleotid ve lipidlere hasar vererek doku ve hicrelerde dusik dereceli steril
inflamasyona neden olur (71). Uterusta bulundugu gdsterilen NO Ureme sisteminin
biyolojik ve fizyolojik olaylarinda énemli bir dizenleyicidir (110). Disuk seviyede
NO over fonksiyonlari ve implantasyonda 6énemlidir ve tubal kaslarin gevsemesini
saglar (111). indiklenebilir NOS desidual stromal hiicrelerde tespit edilmis ve ayni
zamanda gebeligin ilk 12 haftasinda dokularda ekspresyonu gdsterilmistir.
Dolayisiyla NO endometriyumun desidualizasyonunda ve implantasyon igin
hazirlanmasinda rol oynar (55,76). Patolojik durumda NO Uretimini dizenleyen
iINOS, birgok organda yalnizca immunolojik uyaranlara yanit olarak eksprese edilir.
Yuksek seviyedeki NO’in sperm hareketine zararl etkileri vardir, embriyotoksik
oldugu ve implantasyonu o6nledigi de gdsterilmistir (112,113). Mononukleer
fagositlerde (monosit ve makrofajlar) bulunan iNOS, IL-1 ve TNFa gibi sitokinler ve
lipopolisakkaritler tarafindan aktive edilerek buyuk miktarda NO uretebilir (70).
Polikistik over sendromu gibi inflamatuar surecin oldukga belirgin oldugu bir
durumda salgilanan inflamatuar medyatorler ve/veya ID ile iligkili artan TNFa gibi
faktorler, INOS araciligi ile artan NO dizeyinden sorumludur. Calismamizda hem
Grup | hem de Grup II'de endometrium dizeyinde iINOS aktivitesinde anlamli artis
bulduk. Bu artis sonucu NO seviyesinin fizyolojik sinirlarinin Gstiine tasinmasi,
NO’in endometrium Uzerine toksik etki gdstermesine neden olabilir. Makrofajlar
mikroorganizmalarin invazyonuna kargi bir anti-mikrobiyal ajan olarak NO Uretirler

(69). Artan NO anormal hicreler ve patojenleri dldurir fakat 6zellikle INOS’un
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inatgi bir sekilde ekspresyonu normal doku ve hucrelere de zarar verebilir (71).
Polikistik over sendromu ovulasyon dizensizligi yaninda ERa ve ERB’yl azaltip
INOS'’u arttirarak NO’in toksik seviyelere ulasmasina neden olup implantasyonu
bozabilir. Hastalarda OS ve/veya inflamasyonun varhidinin tespit edilmesi
durumunda gerek anti-oksidan gerekse inflamasyonu Onleyici bir 6n tedavi
asamasil, bu kisilerde artan gebelik orani saglayabilir. Teka ve GH'’leri ile follikller
gelisim suresince oosit yluzeyinde eNOS ekspresyonu, insan endometriyumu ve
endometriyal damarlarda ise hem iNOS hem de eNOS ekspresyonu gosterilmigtir
(114). Anti-progestasyonel bir ajan olan mifepristonun (RU-486) implantasyon fazi
suresince endometriyumda eNOS ekspresyonu Uzerine olan etkisi arastiriimig,
mifepristonun endometriyal glanduler epitelde eNOS ekspresyonunu inhibe ettigi
ancak endotelyal eNOS’u etkilemedigi gosterilmistir. Mifepriston ile eNOS
ekspresyonunun azalmasi implantasyon asamasinda endometriyal reseptivitede
bu enzimin dnemli bir rol oynadigini disundurmektedir. (115). Bizim ¢alismamizda
eNOS, Grup | ve Grup II'de anlaml olarak azalmistir. Polikistik over sendromunda
olusan inflamasyon ve KS ile bu slrecin bazen ayni sekilde bazen de artarak
siirmesi, EM diizeyinde azalan eNOS aktivitesine neden olabilir. Ozellikle KS ile
ovulasyon indUksiyonu yapilan hastalarda progesteron ile yapilacak luteal faz
destegi belki de bu mekanizma ile implantasyonu destekleyebilir. Dolayisi ile
aciklanamayan infertilite grubunda yapilan IUl'larda progesteron ile luteal faz
destegdi verilmese bile, PKOS’da yapilan IUl'larda progesteron destedi saglanarak
eNOS araciligi ile olusabilen bu olumsuz etki engellenebilir. Endometriyal NOS
ekspresyonu uzerine progesteronun etkisinin arastirildigi baska bir calismada,
progesteronun oncelikle insan endometriyal hicrelerinde iINOS ve eNOS mRNA
uyarisi yaptigi ve progesteronun iNOS ve eNOS uUzerine etkilerinin RU486
tarafindan tamamen bloke oldugu gosterilmistir (116). Siganlar UGzerinde yapilan
baska bir calismada da, seks steroidlerinin NOS ekspresyonu Uzerine etkileri
arastinimis, progesteronun eNOS ve iINOS ekspresyonunu, E2’nin ise yalnizca
iINOS ekpresyonunu artirdigi goralmus ve E2 ile progesteronun NOS ekspresyonu
ve aktivitesinin gebelik suresince ve implantasyonla iligkili oldugu sonucuna
variimistir (110). Biz galismamizda Grup | ve Grup II'de iINOS ekspresyonunun
anlamli olarak arttigi ancak eNOS’un azaldigini goérdik. Grup | ve II'de

gordigumuz dusuk eNOS duzeyi deneysel PKOS sonucu goérulen anovulasyon ve
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azalmis progesteron seviyesine bagh olabilir. Progesterona gore goreceli olarak
artmis Ostradiol ylksek INOS dlzeyini agiklayabilir. Rhesus maymunlarinda
blastokist implantasyonunda NO rolinin arastirildigi baska bir c¢alismada ise
plasentada sitotrofoblastik hucrelerde NOS’'un tim 3 izoformunun da eksprese
edildigi, NO'’in blastokist implantasyonunda dnemli rol oynadigi goralmuagtur (117).
Progesteronun eNOS’u arttirici  etkisinin  implantasyonda roli  oldugu
dusundldiginde, PKOS’da eNOS’un azalmasi ve bu azhidin KS uyarisi alan
grupta da surmesi bu hastalarda implantasyon basarisizigini aciklayan
nedenlerden biri olarak dusunulebilir. Her iki grupta iNOS’un artisini ise dokularda
gerek Grup I'de gerekse Grup II'de olusan olumsuz inflamatuar surece bir yanit
olarak vel/veya Ostrojenin progesterona goére baskin kalmasindan gelistigini
distintyoruz. Ozellikle PKOS hastalarinda yapilan ovulasyon indiksiyonu ile
inflamatuar surecin arttigini kabul edersek, IUl sonrasinda yapilacak luteal faz
desteginin  6nemi artmaktadir. Progesteron destegi ile artacak eNOS,
implantasyonda desidual damarlarda gerekli degisiklige yol agarak embryonun
saglikli yerlesimine yardimci olabilir. Bagka bir caligmada erken gebelik kaybinda
maternal desidual ara ylUzde adrenomedullin ile NOS arastiriimis ve plazma
konsantrasyonlari kontrol grubu ile benzer bulunmasina karsin, fetomaternal
arayuzdeki trofoblast hicrelerinde hem iINOS hem de adrenomedullin 6nemli
miktarda dusik bulunmustur. Bizim Grup | ve Grup I'de gérdugumuiz iNOS artisi
endometriyal duzeyde implantasyona hazirlik ve gebeligin devamini saglamak
amaciyla olabilir. Erken gebelik kaybi ile INOS arasinda bir neden-sonug iliskisi
varsa, gebeligin sirmesi icin INOS artisi olumlu bir etki yaratabilir. Kisraklarda
yapilan bir calismada 6strojen déngusu suresince uterin kan akimi, periferal seks
steroidleri, endometriyal 6strojen reseptor ekspresyonu ve NOS arasindaki iligki
degerlendiriimig, uterus NOS sisteminde 6zellikle eNOS’un uterus kan akiminda
onemli oldugu, eNOS artisinin 6zellikle midluteal ve sekretuar fazda en ylksek
seviyeye c¢iktigi gosterilmistir (118). Calismamizda Grup | ve Grup Il'de
buldugumuz dusik eNOS seviyesi uterus kan akimi Uzerine olumsuz etki
gOstererek bu hastalardaki ovulasyon orani ile gebelik orani arasindaki
uyumsuzlugu aciklamaya yardimci olabilir ve bu azalma implantasyon asamasi ile
erken donem gebelik kayiplarinda rol oynayabilir. Han ve ark. 6strojenin insan

endometriyumunda NOS izoformlari Ustune etkisini arastirmis ve E2’nin doza ve
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zamana bagimh olarak hem eNOS mRNA ve proteinini hem de INOS proteinini
arttirdigini, progesteronun ise fizyolojik konsantrasyonda E2’'nin eNOS Uzerindeki
etkisini yukselttigini gdstermislerdir (119). Calismamizda disik bulunan eNOS
seviyesinin luteal faz doneminde progesteron destedi ile artmasi ve Ostrojenin bu
etkiyi arttirma yonundeki katkisi Ozellikle PKOS’lu infertil kadinlarda 6nem

kazanmaktadir.
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SONUGLAR

Polikistik over sendromu adet duzensizligi, infertilite ve kozmetik sorunlarin
yaninda uzun vadede endokrinolojik ve metabolik bozukluklara yol acabilir.
Oksidatif stres ve inflamatuar degisiklikler ID’nin  yaninda sendromun
patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynar. Olusan bu olumsuz slre¢ Ozellikle infertil
olgularda gerek follikilogenez gerekse implantasyon agsamasinda basarisizliga
neden olabilir. Oksidatif stresin endometriyumda belirgin etkisinin goéruldagu
PKOS’da, Ostrojen reseptorlerinin azalmasi eNOS ve iNOS degisiklikleri ve
genellikle ilk tercih olarak yapilan KS tedavisinde bu belirtilerin belirginlesmesi
endometriyumdaki  implantasyon basarisizhigini  agiklayabilir. Tdm bu
degisikliklerin anti-oksidan E vitamini ile geri donust KS ile indiksyon yapilan
hastalara anti-oksidan ajan eklenmesi ile implantasyon oranini arttirabilecegini

dusundurmektedir.
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