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OZET

INTRAUTERIN DONEMDE METFORMIN UYGULAMASININ YAVRU DiSi
SICANLARIN OVARYUM VE UTERUSUNA ETKILERININ INCELENMESI

Amac¢: Bu calismada, intrauterin donemde farkli dozlardaki metforminin yavru
siganlarin ovaryum ve uterusunda olasi etkilerin incelenmesi amaglandi.

Materyal ve Metot: Calismada 9 adet gebe Wistar albino sigandan elde edilen 15 adet
yavru disi sigan kullanildi. Gebe sicanlardan 3 grup olusturuldu. Ik gruba (kontrol
grubu) serum fizyolojik, ikinci gruba (metformin 100 grubu) 100 mg/kg/giin doz olacak
sekilde metformin, ticlincli gruba (metformin 200 grubu) ise 200 mg/kg/giin doz olacak
sekilde metformin gavaj yolu ile verildi. Ila¢ uygulamalari tiim gruplar icin gebeligin 6.-
15. glinleri arasinda gerceklestirildi. Bu gruplardan elde edilen yavru si¢anlar postnatal
60. giinde sakrifiye edilerek ovaryum ve uterus dokulart alndi. Ovaryum igin; oosit
sayisi, ovaryum, korteks, medulla ve follikiil hacimleri, uterusda ise epitel ve
endometriyum kalinligr karsilastirilarak degerlendirildi. Ayrica yavru sicanlarin
agirliklart ve alinan kan 6rneklerinden serum Ostradiol degerleri de degerlendirildi.
Bulgular: Gruplar arasinda ortalama viicut agirliklari, oosit sayisi, ovaryum, korteks,
medulla, primer ve sekonder follikiil hacimleri ve uterus epitel kalinligi bakimindan
anlamli fark bulunmadi (p>0,05). Ortalama tersiyer follikiil hacmi, endometriyum
kalinlig1 ve 0Ostradiol seviyelerinin metformin 200 grubunda kontrol grubuna gore
anlamli olarak azaldig1 goriildi (p<0,05).

Sonug: Gebelikte yiiksek doz metformin kullanimi yavru siganlarin dstradiol sentezinde
ve dolayisiyla endometriyum kalinlig1 {izerinde olumsuz etkilerinin olabilecegi
gorilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gebelik, metformin, sigan, stereoloji, ovaryum, uterus

Seda KIRMIZIKAN, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Ocak—2015



ABSTRACT
INVESTAGATION OF THE EFFECTS OF METFORMIN TREATMENT ON
THE OVARIES AND UTERUS OF THE FEMALE RAT PUPS DURING
INTRAUTERINE PEROD

Aim: The aim of this study was to investigate the effect of metformin treatment at the
different dosage levels on the ovaries and uterus of the rat pups in the course of
intrauterine period.

Material and Method: Fifteen female Wistar albino rat pups were used. Three groups
were formed from the pregnant rats. Saline was given to the first group utilized as a
control group, the second one was administrated as Metformin 100 group which was
given 100 mg/kg/day of metformin and the third group given 200 mg/kg/day of
metformin was labeled as Metformin 200. The drug administration was performed to
the rats orally by gavage during 6-15 days of gestation. The pups obtained from the
groups were sacrificed in the day of postnatal 60 and then their ovaries and uterine were
taken. The number of oocytes, the volumes of ovarian cortex, medulla, follicles and the
epithelium and endometrial thickness of uterus were evaluated. In addition, the estradiol
levels in blood samples and weight of the pups were also compared.

Results: There were no significant differences between groups for the number of
oocytes, the volumes of ovarian cortex, medulla, primary and secondary follicles and
for the uterine epithelium thickness (p>0.05). The average volume of tertiary follicles,
the uterine endometrial thickness, and the estradiol levels were significantly decreased
for metformin 200 group when compared to the control group (p<0.05).

Conclusion: It might be concluded that gestational exposure to high dose metformin
may cause negative effects on estradiol production and subsequently on the endometrial
thickness of offspring rats.

Keywords: Metformin, ovary, rat, pregnancy, stereology, uterus

Seda KIRMIZIKAN, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, January-2015



SIMGELER VE KISALTMALAR

ACC Asetil karboksilaz

AMPK 5’ Adenosine monophosphate-activated protein kinase
ATP Adenozin trifosfat

cCAMP Siklik adenozin monofosfat

CYP17 17a-hidroksilaz 17,20-liyaz

CYP11A Cholesterol side-chain cleavage

FDA Amerikan Gida ve Ilag Komisyonu
FSH Follikiil uyarict hormon

GnRH Gonotropin salgilatict hormon

HSD3B 3b-hidrosisteroid dehidrojenaz

LH Liiteinlestirici hormon

LHr Liitienlestirci hormon reseptorii

P Postnatal

PAI-1 Plazminojen aktivator inhibitorii-1
PKOS Polikistik over sendromu

SHGB Seks hormon baglayici globiilin

StAR Steriodogenic acute regulatory protein.
SRO Sistematik rastgele 6rnekleme

T2D Tip 2 diyabet

Zona pellusida ZP
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1.GIRIS

Glinlimiizde modernlesmis ve gelismekte olan iilkelerde degisen yasam
kosullar1 ve beslenme aligkanliklar1 ile birlikte bir¢ok saglik sorunu ortaya ¢ikmaktadir.
Bu saglik sorunlarindan biri de T2D’dir (tip 2 diyabet) ve ¢agimizda goriilen saglik
problemlerinin basinda gelmekle birlikte prevalansida giin gectikge artmaktadir. T2D
patogenezinin temelinde insiilin direnci yer almaktadir ve tedavisi icin insiilin
hassaslastirict ajanlara ihtiyag¢ duyulmaktadir. Metformin, T2D tedavisinde yaygin
olarak kullanilan ve hastaligin gelisme riskini azaltmakta etkili bir insiilin hassaslastiric
ajandir (Witters, 2001; Harmanci ve ark., 2005).

Metforminin yaygin olarak kullanildigi durumlardan biride PKOS’dur
(polikistik over sendromu). Ureme ¢agindaki bayanlarin yaklasik %5-7’si PKOS’ludur
(Sabatini ve ark., 2011). Bu bayanlarin %50-70’nin insiilin direncine sahip oldugu
bildirilmistir (Bayrak ve ark., 2007). Insiilin direncine bagli olarak ortaya cikan
hiperinsiilinemi, ireme sistemi iizerinde ovulasyon bozuklugu, endometriyal hiperplazi,
endometriyozis, endometriyal kanser gibi hastaliklar ve erken gebelik kaybina neden
olmaktadir (Sabatani ve ark., 2011; Giilag, 2012). Insiilin direncinin bu olumsuz etkileri
dikkate alindiginda insiilin hassaslastirici ajanlarla tedavi son yillarda giderek
artmaktadir. Bir insiilin hassaslastirict olan metformin bilinen eski bir ila¢ olmasina
ragmen yapilan ¢alismalar arttik¢a kullanim alanlar1 da giderek artmaktadir (Harmanci
ve Giirlek, 2005).

Metforminin steroid iiretimi lizerine dogrudan etkisi bulunmaktadir (Mansfield
ve ark., 2003). Yetiskin tireme dokularinda yapilan ¢alismalarda aromataz aktivesinde
inhibitor etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Takemura ve ark., 2006; Oner ve ark.,
2011). Ovaryum ve endometriyumun aromataz aktivitesine sahip oldugu goz Oniine
alindiginda metforminin bu yapilardaki etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan
caligmalarda bu maddenin endometriyum {izerine antiproliferatif etkisinin oldugu
gosterilmistir. Bu duruma, aromataz aktivitesinin baskilanmasinin neden oldugu ileri
stiriilmiistiir (Oner ve ark., 2011). Bu etken maddenin ayrica, granuloza hiicrelerinde
FSH’nin (follikiil uyarict hormon) indiiksiyonuna bagli olarak sentezlenen dstradiol ve
progesteron iretimini baskiladigr bildirilmistir (Mansfield ve ark., 2003; Oner ve ark.,
2010). Doza bagli olarak da teka hiicrelerinde androstenedion tiretimini yavaslattigi ileri

stiriilmistiir (Mansfield ve ark., 2003).
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Metformin plasentadan gecebilen bir maddedir. Bu nedenle bahsedilen
etkilerin fetiiste de goriilmesi olasidir. Giiniimiizde insanlarda gebeligin 8-12.
haftalarina kadar kullanilabilecegi ileri siirtilmiistiir (Simmons, 2010). Yapilan klinik ve
deneysel calismalarda metforminin gebelikteki kullanimina bagli olarak ortaya
cikabilecek muhtemel komplikasyonlar aydinlatilmaya ¢alisilmistir (Hellmuth ve ark.,
2000; Nilcholson ve ark., 2009). Bu galismalarin ¢ogunda &zellikle ilk trismesterde
instilinin yerine kullanilabilecegi vurgulanmistir (Rowan ve ark., 2008). Her ne kadar
gebelikte kullanilan metforminin konjenital malformasyonlar ve fetal gelisim geriligi
bakimindan giivenli oldugu klinik ¢aligmalarda ortaya konmussa da, bu ilacin
intrauterin uygulamalarinda yavru ovaryum ve uterus dokularindaki etkileri hala
sorgulanmamustir. Metforminin steroid sentezine olasi etkisi goz oniine alindiginda
(progesteron, Ostradiol ve androstenedion sentezini baskilamasi gibi) yavru genital
yapilarda da muhtemel etkisinin olabilecegi akla gelmektedir. Bu c¢alisma ile
metforminin farkli doz seviyelerindeki intrauterin uygulamalarinda, yavru ovaryum ve
uterus dokularindaki muhtemel etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu baglamda,

yapilan ¢alismanin ilgili literatiire katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Metformin

2.1.1. Tarihgesi

Metformin (1,1- dimetil biguanid hidroklorid) T2D tedavisinde hastalar
tarafindan yaygin olarak kullanilan bigunidin grubu bir ilactir. Ilag ‘Galega officinalis’
diger adiyla ‘Fransiz leylagi’ olarak bilinen bitkinin 6zlerinden elde edilmektedir (Sekil
1). Galega officinalis bitkisinin T2D tedavisi ile ilgili yapilan ilk ¢alismalar ortacag
doneminde Avrupa’da ‘guanidin’ yapisinin bulunmasiyla baslamistir. Daha sonralari
guanidinin oldukca toksik oldugu anlasilmis ve 1950’li yillarda biguanidin (baglanmis
halde iki guanidin halkas1) haline getirilerek fenformin, buformin ve metformin adl ii¢
biguanid grubu diyabetli hastalar i¢in kullanima sunulmustur (Sekil 2). 1960 yilinda
oldukga popiiler hale gelen fenformin ve buformin yiiksek laktik asidoz etkisi ve artan
kardiyak oliimler nedeniyle 1970°1i yillarin basinda kullanimdan kaldirilmistir. Grubun
diger temsilcisi olan metformin daha az lipofilik olup ¢ok daha diisiik laktik asidoz
riskine sahiptir ve giivenirligi tiim diinyada kanitlanmistir (Witters, 2001; Mahmood ve
ark., 2013).

Metformin 1958 yilinda ingiltere, 1972 yilinda Canada, 1995 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri’nde diyabet tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Ayrica PKOS
tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Metforminin antiviral ve antikanser tedavisinde
kullanilmasi igin arastirmalar yapilmaktadir (Ben Sahra ve ark., 2010; Martin-Castillo
ve ark., 2010).

Sekil 1. Galega officinalis (Bailey ve Day, 2004)
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Biguanide N"H N"H
NH,—C —NH —C —NH,

Metformin NH NH
CH, [ n
oN—C —NH—C— NH;
CH,

Phenformin NH NH
— (CH,), 1] n
N—C—NH-—C —NH,

H 7
Buformin NH NH
CH3; —(CH.)s ] ]
~, N—C—NH—C —NH;
H

Sekil 2. Biguanidin, metfomin, fenformin, buforminin kimyasal yapisi (Bailey ve Day, 2004)

2.1.2. Farmakolojik Ozellikleri

Farmakolojik bir ajan olarak metforminin biyoyararlanimi %50-60 olup,
proteinlere fazla baglanamamaktadir. Onemli bir kismi ince bagirsakta birikmek {izere
genis bir dagilim hacmine sahiptir. Metformin karacigerde metabolize edilememektedir,
degismemis halde bobreklerden aktif tiibiiler sekresyon ile viicuttan atilmaktadir. Renal
fonksiyonlar bozuldugunda viicutta birikmektedir. Bu yilizden bobrek yetersizligi olan
hastalarda metformin dikkatli bir sekilde kullanilmalidir. Renal fonksiyon bozuklugu
olmayan hastalarda yarilanma omrii yaklagik 5 saat olarak gosterilmistir. Dokularin
cogunda perifel plazmadakine benzer konsantrasyondadir. Karaciger ve bobreklerde ise
daha yiiksek konsantrasyonlarda dagilmakta olup, en yiiksek tiikiiriik bezleri ve
instestinal duvarda olmaktadir (Scheen, 1996; Harmanc1 ve ark., 2005; Timmins ve ark.,
2005).

2.1.3. Etki Mekanizmasi

Metfrominin temel etkisi hepatik glukoz iiretimini ve intestinal glukozun geri
almmmini azaltmak ayrica periferik insiilin duyarhilifini arttirarak hiperglisemiyi
diizeltmektir. Bu etkilerin yani sira metforminin hepatik glukoneojenezi inhibe ettigi
bilinmektedir (Elnashar, 2011).

Metforminin molekiiler hedefi yillar boyunca anlasilamamistir, pleiotropic
etkisinin AMPK (5’Adenosine monophosphate-activated protein kinase) ile iliskili
oldugu rapor edilmektedir (Viollet ve ark., 2012). AMPK viicudun enerji dengesi
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tizerinde 6nemli bir rol oynayan enzimdir. Metformin karbonhidrat ve lipit mekanizmasi
tizerinden insiilin sinyalini etkileyerek AMPK’y1 aktive etmektedir (Mahmood ve ark.,
2013). AMPK ayn1 zamanda yag asidi, protein ve kolesterol sentezi gibi metabolik
yollarin modiilasyonunu saglamakta, hiicre icine glukoz tasimakta ve karaciger ile
iskelet kaslarinda glukoz mekanizmasinda rol oynamaktadir (Ucbek, 2012). Yapilan
caligmalarda metforminin AMPK’y1 aktive ederek hepatosit mitokondrilerinde solunum
zincirindeki kompleks-1°i inhibe ettigi gézlemlenmistir (Zhou ve ark., 2001; Mahmood
ve ark., 2013). Metforminin hiicresel solunum inhibisyonu sonucunda glukoneogenezi
azalttigr goriilmistiir (Elbert ve ark., 1995). Ayrica metformin AMPK yolu iizerinden
lipogenik enzim ACC (asetil karboksilaz) aktivesi ile lipogenezi azaltmakta ve yag asit
oksidasyonunu arttirmaktadir (Diamanti-Kandarakis ve ark., 2010).

Sigan hepatositlerinde yapilan ¢alismalarda metformin, ATP (adenozin
trifosfat) konsantrasyonu ve piruvat kinazin allosterik inhibitdriinli  azalttig
gozlenmigtir. Boylece piruvat kinazin akist artarken hepatik glukoz {iretimi
azalmaktadir (Argaud ve ark., 1993; Kirpichnikov ve ark., 2002).

Yine sicanlar ile yapilan c¢alismalarda AMPK’in alt birimlerinin ovaryumda
(oosit, corpus luteum, granuloza, teka) bol miktarda sentezlendigi goriilmiistiir. AMPK
ovaryum fonksiyonuna etki etmek ile birlikte metforminin over dokusu f{izerine olan
etkisini diizenlemektedir. Bunlarin disinda metforminin ovaryum iizerinde yapilan
caligmalarinda AMPK aktivasyonu ile steroid tiretimini diisiirmekte, hiperandrojenizmi
azaltmakta ve ovaryumdaki antitoksidan savunmanin artmasini saglamaktadir
(Diamanti-Kandarakis ve ark., 2010).

2.1.4. Metformin ve Diyabet

T2D tiim diinyada diyabet vakalarinin %90’ 1indan fazlasini olusturmaktadir.
T2D hastalarinin ¢ogunda iskelet kasi, yag dokusu ve karaciger diizeyinde tespit edilen
insiilin direnci bulunmaktadir. Iskelet kasinda goriilen insiilin direnci azalmis periferik
glukoz kullanimu ile sonuglanirken, yag dokusu ve karacigerde goriilen insiilin direnci
artmis hepatik glikoz iiretimi yapmaktadir. T2D artmis pankreas insiilin sekresyonu ve
insiilin  direnci ile baslamaktadir. Insiilinin perifer dokulardaki duyarsizlig
hiperinsiilinemiye neden olmaktadir. Zamanla hastalik ilerledik¢e pankreas adacik hiicre

fonksiyonu duraksamaya baslamakta ve bunun sonucunda insiilin seviyeleri ihtiyaca
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yetisemez ve boylelikle hiperglisemi ortaya ¢ikmaktadir (Inzucchi, 2009; Lautatzis ve
ark., 2013).

T2D hastalarinda obezite, hipertansiyon, yiiksek trigliserid, endotelyal
disfonksiyon, prematiire kardiyavaskiiler morbidite i¢in artmis risk goriilmektedir. Bu
bulgularin toplamma siklikla ‘metabolik sendrom’ denilmektedir. Insiilin direnci bu
kompleksin kokenindeki sebep gibi kabul edilmektedir ve bu nedenle ‘insiilin direnci
sendromu’ da denilebilmektedir (Inzucchi, 2009).

Metformin T2D tedavisinde ilk tercih edilen ilaglardan biridir. Yapilan
calismalarda metformin kan glukoz seviyesini hipoglisemiye sebep olmadan diistirdiigi
goriilmiistiir. Bu nedenle metformin antihiperglisemik madde olarak kabul edilmektedir.
Metformin ayrica plazmadaki insiilin seviyesini onemli derecede diisiirdiigli icin
insiiline kars1 hassaslastirici 6zelligi de bulunmaktadir (Viollet ve ark., 2012; Elia ve
ark., 2013).

Viicudumuzda bulunan serbest yag asitleri diyabet ile birlikte artmaktadir ve bu
artis hepatik glukoz {retiminde artisa bununla birlikte insiilin direncine sebep
olmaktadir. Metformin serbest yag asitlerini %10-30 oraninda azalttig1 goriilmistiir.
Boylece hepatik glukoz tiretimi diismekte ve insiilin hassiyeti olugsmaktadir. Serbest yag
asitlerinin azalmasiyla metformin sadece insiilin hassasiyetinde rol oynamaz ayni
zamanda pankreastaki beta hiicreleri tarafindan salgilanan insiilini de diizeltmektedir
(Kirpichnikov ve ark., 2002).

Metformin glukoneogenik enzimler olan glukoz 6-fosfataz, fruktoz 1,6
bifosfataz, fosfoenolpiruvat karboksilaz enzimlerini inhibe ederek hepatik glukoz
dretimini azalttig1 diisiiniilmektedir. Bunun yani sira metformin glikolitik enzimleri
(hekzokinaz, glukokinaz ve piruvat kinaz) aktive ederek glikolizi uyarmaktadir
(Diamanti-Kandarakis ve ark., 2010).

T2D’de metformin plazma glukoz seviyesini azaltmasinin disinda kan basinci,
plazma kolesterol ve trigliserid diizeyleri iizerinde yararl etkisinin oldugu goriilmiistiir.
Yapilan calismalarda metformin tedavisinin diyastolik ve sistolik kan basing¢larini,
plazma trigliserid ve total kolesterol diizeyini azalttigi bulunmustur. Metformin diyabet
tedavisinde tek basina kullanilabilecegi gibi siilfonilurelar, insiilin glikozidaz
inhibitorleri, tiazolidinedionlar, siilfoniliirea gibi ilaclar ile birlikte kullanilabilirler

(Mather ve ark., 2001; Harmanci ve ark., 2005).
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2.1.5. Metforminin Ureme Sistemine Etkisi

Metforminin lireme sistemi iizerinde yapilan ¢alismalarda aromataz aktivitesi
lizerinde inhbitor etkisinin oldugu gosterilmistir. Aromataz, Ostrojen biyosentezi igin
temel bir enzimdir. Ostrojeni ve testosteronu Ostradiole katalizlemektedir. Insan
ovaryum ve endometriyum stroma hiicreleri aromataz aktivitesine sahiptir, dolayisiyla
metforminin bu yapilardaki ilgili etkiyi gostermesi miimkiin goziikmektedir (Oner ve
ark., 2011).

Metforminin yaygin halde kullanildigi durumlardan biri de PKOS’dur. PKOS
tireme cagidaki bayanlarin %5-7’sini etkileyen endokrin bir bozukluktur. Hastaligin
etyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte PKOS’lu bayanlar menstrual diizensizlik,
anovulasyon, hiperandrojenizme baglh infertilite ile karakterizedir. Bunlarin yani sira
PKOS’lu bayanlarda diisiik riskinde artis goriilmektedir (Liu ve ark., 2006; Genazzani
ve ark., 2012). Insiilin direncine bagli hiperglisemininde PKOS hastaliginin
patofizyolojisinde dnemli rol oynadigi diistiniilmektedir (Bayrak ve ark., 2007).

PKOS’nda hipotalamus-hipofiz-over aks1 normal fonksiyonunu
gerceklestirememektedir. Serum LH (liiteinlestirici hormon) konsantrasyonu artmaistir.
LH konsantrasyonundaki artigin sebebi GnRH (gonotropin salgilatict hormon) salinimin
artmasindan ve yiiksek Ostrojen diizeylerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ayrica
PKOS’lu bayanlarin %65-70’inde goriilen insiilin direnci de LH konsantrasyonunun
artmasina sebep olmaktadir. Artan LH seviyesi androjen liretimini artirmakta ve boylece
androjen seviyeleri artmaktadir. Bununla birlikte insiilin direnci SHGB (seks hormon
baglayici globiilin) iiretiminde azalmaya ve bu azalmaya bagli olarak serbest testosteron
diizeyini arttirmaktadir. Bu durum hiperandrojenizme yol agmaktadir. Insiilin direnci
ovaryan ve adrenal androjen biyosentezinin anahtar enzimi olan CYP17’nin (17a-
hidroksilaz 17,20 — liyaz) asirt aktivesiyle iligkili olabilecegi ve bu enzimin
hiperandrojenizme yol agabilecegi diistintilmektedir (Kaya ve Desdicioglu, 2012). Artan
LH diizeylerinin bir diger olumsuz etkisi ise ovaryumda bulunan follikiillerde cAMP
(siklik adenozin monofosfat) diizeylerini arttirmasidir. Yiiksek seviyedeki cAMP
granuloza hiicrelerinde steriodogenezi arttirmakta ve ovulasyon Oncesi olmasi gereken
maturasyon bu donemde olmamaktadir (Oner, 2011).

PKOS’lu hastalarda artan LH seviyelerine karsi azalmis FSH seviyeleri
goriilmektedir (Kaya ve Desdicioglu, 2012). LH seviyesinin, FSH’a gore diisiik olmasi,
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ovaryumdan Oncelikle androjen sentezini arttirmaktadir. Bu durum hiperandrojenizm ile
sonuclanmaktadir (Ozsan, 2011). Androjenler ise beyinde ve ovaryumda aromatize
olarak ostrojene doniismektedir. Artmis Ostrojen ise FSH salimini baskilamaktadir.
PKOS’nda FSH salinnminin bozulmasi ve tam anlamiyla siklus basindaki diizeyine
ulasamamasi nedeniyle siirekli olarak yeni follikiil biiyiimesi gerceklesememekte ve
ovulasyon olmamaktadir (Kaya ve Desdicioglu, 2012).  Aromataz inhibitorleri
ovaryumda ve beyinde Ostrojen iretimini diisiirmekte, bdylece FSH salinimini
arttirarak, follikiil stimiilasyonu ve ovulasyonunu saglamaktadir (Oner, 2011).

PKOS’lu hastalarin biiyiik bir yilizdesinin insiilin direncine sahip olmasindan
dolayr metformin gibi insiilin hassaslastirici ilaglar kullanilmaktadir (Hawthorne, 2006;
Genazzani ve ark., 2012). Metformin PKOS’lu bayanlara iki sekilde etki etmektedir.
Dogrudan ovaryumu etkilyerek teka hiicrelerinde CYP17’nin salimimini azaltir ve
granuloza hiicrelerinden AMPK yolu ile insiilinin uyarici etki yaptigt CYP11A
(cholesterol side-chain cleavage), HSD3B (3b-hidrosisteroid dehidrojenaz), StAR
(steroidogenic acute regulatory protein) gibi steroidojenik enzimlerin aktivitesini
azaltmakta ve ovaryum antitoksidan savunmasini arttirmaktadir. Diger etkisi ise insiilin
seviyesini azaltarak teka hiicrelerinde PI3K (fosfoinoside 3-chinasi) ve granuloza
hiicrelerinde LHr’nii (liitienlestirici hormon reseptorii), StAR, HSD3B, CYP11A
enzimlerinin aktivitesini azaltmasidir (Nestler ve Jakubowichz 1996; Diamanti-
Kandarakis ve ark., 2010; Sekil 3). Bunlarin yani sira metforminin insiilin tarafindan
uyarilan  Ostradiol ve progesteron iiretimini baskiladigin1 gosteren ¢aligsmalarda

bulunmaktadir (Malsfield ve ark., 2003; Oner ve ark., 2010).

[ 1

Asin insdlin Direkt ovaryum
e aktivasyonu

Teka Granuloza l Teka I
1 | 1
l l LHr CYP17 STtAR Ovaryum
PIZK
+ ekspresyonu 4 HSD3B antioksidanlar
CYP11A1 ™

S5tAR, HSD2B €
CYP11A1 .}

Sekil 3. Metforminin PKOS’lu hastalarda etkisi (Diamanti-Kandarakis ve ark., 2010’dan uyarlanmistir)
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Uzun dénem metformin kullanim1 LH ve FSH seviyelerini normal seviyelerine
getirmekte, SHGB’ni arttirmakta, serbest ve total testosteron seviyelerini azaltmakta,
ovulasyonu arttirmakta, menstrual siklusu diizenlemekte ve asir1 androjen seviyesini
diisiirme yoOniinde tedavi edicidir. Boylece artan androjen seviyesi diismekte ve
dogurganlik oraninda artis saglamaktadir (Vandermolen ve ark., 2001; Lergo ve ark.,
2007; Sabatini ve ark., 2011).

Metformin bu etkilerin disinda endometriyozis, endometrial hiperplazi ve
endometriyal kanser tedavilerinde kullanilmaktadir (Oner ve ark., 2011). Yapilan
calismalarda metforminin endometriyal bezler lizerinde antiproliferatif etkisi oldugu
gosterilmistir. Metformin hem ovariyan hem de lokal Gstrojen tiretimini baskilayarak
endometriyozisi inhibe etmektedir. Metformin endometriyoziste doza bagl olarak
CAMP- uyarilmis aromataz aktivitesini azaltmaktadir (Giilag, 2012). Metformin ile
yapilan sican c¢aligmasinda endometrial hiicrelere karst molekiiler diizeyde
proliferasyonu durdurdugu ve endometriyal hiperplaziyi gerilettigi gosterilmistir.
Yapilan diger bir calismada ise metforminin PKOS’lu hastalarda hiperinsiilineminin
neden oldugu aromataz enzim ve Ostrojen artmasi ile olusan endometrial hiperplazileri

ve kanseri 6nledigi gosterilmistir (Oner ve ark., 2011).

2.1.6. Metforminin Gebelikte Kullanim

Gebelik boyunca annenin maruz kaldigi fiziksel ve kimyasal etmenlerin
dogrudan veya dolayli olarak intrauterin gelisim iizerine etkileri mevcuttur. Bu
donemdeki ilag kullanimu, {izerinde durulmasi gereken énemli etmenlerdendir. Ozellikle
gebeligin ilk 9 haftasin1 kapsayan embriyonel donem, organogenezin gelistigi ve
embriyonun teratojenik etkilere karsi ¢ok hassas oldugu bir donemdir. Belirli ve giiclii
teratojenler yaninda pek ¢ok ilaclarin bu donemde 6zellikle major malformasyonlara,
konjetinal anomalilere ve islevsel bozukluklara neden oldugu bilinmektedir (Berkan,
1990). Bu nedenle gebelik boyunca kullanilmasi zorunlu ilaglarin gelismekte olan
fetlistin saglig1 agisindan tasidigi riskler g6z oniinde bulundurulmalidir.

[lacin dogrudan fetiisii etkileyebilmesi igin plasentadan gegebilmesi
gerekmektedir. Plasenta gebeligin 5. haftasindan itibaren anne ile fetiis arasindaki
madde aligverislerinde biitlinliyle gorev yapmaktadir. Diger biyolojik membranlarda
oldugu gibi ilaclarin plasentadan gegisleri yagda c¢Oziniirliigiine ve iyonizasyon

derecelerine baghidir. Lipofilik ilaglar plasentadan hizlica yayilma ve fetal dolasima
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katilmaya egilimliyken yiiksek derecede iyonize ilaglar plasentadan yavas bir sekilde
geemekte ve fetlisde diisiik konsantrasyonlarda bulunabilmektedir (Ceviz, 2008).

Gebelikte ilag kullanimi1 FDA (Amerikan Gida ve ilag Komisyonu) kriterlerine
gore Tablo 1°de verilmistir. Bu Kkriterlere gore metforminin gebelikte kategorisi B’dir.
Yapilan c¢aligmalarda metforminin plasentadan gectigi belirlenmistir. Sican ve
tavsanlarin viicut yiizeyi hesap edilerek yapilan calismalarda metforminin 600
mg/kg/gilin’e kadar olan dozlarinin teratojenik ve embriyotoksik olmadig1 gosterilmistir.
Insanlarda giinliik dnerilen maksimum dozu yaklasik 200 mg’dir (Glueck ve ark., 1999;
Erkekoglu ve ark., 2008).

Tablo 1. FDA’ya gére ilaglarin kullanim kategorisi (iskit, 2007°den uyarlanmustir)

Kategori Aciklama

Gebelerde en giivenilir ilagtir. Kontrollii ¢alismalarda bu ilacin fetiise zarar1 oldugu

A

gosterilmemistir.

Deney hayvanlarinda teratojenik etki gostermemisse de gebe kadinlarda yapilmis
kontrollii caligmalar eksiktir ya da deney hayvanlarinda teratojen etki gosterilmis
B ancak gebe kadinlarda yapilan kontrollii calismalarda bu etki dogrulanmamustir.

Gerekiyorsa bu kategorideki ilaglar rahatlikla kullanilabilir.

Deney hayvanlarinda teratojen etki gosterilmistir, ancak gebe kadinlarda yapilan
klinik deneyim yetersizdir ya da gebe kadinlarda ve deney hayvanlarinda ilag
C incelenmemistir. Bu kategorideki ilaglar potansiyel riski karsilayacak terapotik yarar

Ongoriilityorsa kullanilabilir.

Bu kategorideki ilacin insan fetiis izerindeki zararh etkisi kanitlanmigtir. Ancak gebe
teropatik yarari fetiiste beklenen zararindan fazla ise ve yasam tehdit eden bir
D durumun tedavisinde alternatifsiz olarak kullanilmasi zorunlu ise yaratabilecegi olasi

riskler anne adayina detayli anlatilarak kullanilabilir.

Deney hayvanlart ve gebelerde incelemeler, ilacin fetiise zararini kesin olarak
gostermistir. Gebelerde terapdtik yarari fetiise olan zarara gore ihmal edilebilir. Bu
X kategorideki ilaglar gebelerde ve gebe kalma olasiligi bulunanlarda higbir sekilde

kullanilamaz.
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T2D ve PKOS’nda goriilen insiilin direnci ve normal olmayan glukoz kan
diizeylerinin gebelikte fetiiste kojenital anomalilere neden oldugu bildirilmektedir.
Bunlarin yani sira 6zellikle PKOS’lu bayanlarda insiilin direnci ve artan hiperinsiilinemi
ile erken diisiiklere neden olmaktadir. PKOS’da artan diisiik orami ile insiilin direnci
arasindaki iliski i¢in potansiyel mekanizma plazminojen aktivator inhibitorii (PAI-1)
diizeylerinin artig1 ve glikolidin A seviyelerinin azalmasi olarak gosterilmistir. Gebelik
sirasinda artan PAI-1 seviyesinin, plasental yetmezlik ve tromboza neden oldugu
distiniilmektedir. Glikolidin A ise embriyo implantasyonunu kolaylastiran, luteal faz
sirasinda endometrial bezler tarafindan iiretilen bir glikoproteindir. Bu nedenle azalmis
glikolidin A diizeylerinin PKOS ile ilgili erken gebelik kayiplarinin patojeninizde bir rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir (De Leo ve ark., 2003; Lilja ve Mathiesen, 2006).
Metformin ile tedavi edilen hastalarda PAI-1 seviyesinin azalmasi ve glikolidin A
seviyesinin artmasi ile erken diisiikk oranlarinin azaldigi gérilmistiir. Metforminin gebe
bayanlar lizerindeki diger bir Onemi ise uteral spiral arterlerin direng indeksinde
meydana getirdigi belirgin azalmadir. Meydana gelen azalma sonucunda embriyonun
uterusa tutunmast kolaylasir ve boylece gebeligin devami saglanabilmektedir
(Jakubowicz ve ark., 2001; Erkekoglu ve ark., 2008).

Insiilin direngli bayanlarin yiiksek riskli gebeliklere egilimli olduklar:
goriilmektedir. Insiilin direncinin gebelik fizyolojisindeki olumsuz etkileri géz oniine
alinirsa metformin tedavisine devam edilmesinin faydali olacagi disiiniilmektedir.
Literatiirde metforminin gebelikte bu gibi durumlarda 8-12. haftalara kadar
kullanilmasimin faydali oldugunu gosteren ¢alismalarda mevcuttur (Simmons, 2010;

Kumar ve Khan, 2012).

2.2. Kadin Ureme Sistemi

Kadin {ireme sistemi oogenez ile gametlerin olusmasindan, fertilizasyon ve
fetiistin gelisimi i¢in uygun ortam hazirlamasindan sorumlu ¢ok yonlii bir sistemdir.
Kadm iireme sistemi i¢ ve dis organlar olmak iizere iki kisimdan olusmaktadir. I¢
genital organlar; ovaryum, tuba uterina, uterus ve vajinadan olusmaktadirlar (Sekil 4).
Dis genital organlar ise mons pubis, minor klitoris, vestibiil, labia major ve labia

mindrden olugsmaktadir.
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Kadin lireme sistemine ait organlar ¢cocukluk, puberte ve yaslilik déneminde
histolojik ve fonksiyonel olarak birtakim degisiklere ugramaktadirlar. Pubertede
menstriiel siklusun baslamasi (9-14 yas) ile birlikte hormonlarin etkisiyle i¢ genital
organlarda bir aylik periyotlarla tekrarlayan degisimler yasanmaktadir. Bu siireg
sonucunda ovaryumlardan olgun bir veya iki oosit liretilerek dollenmesi igin tuba
uterinaya taginmaktadirlar. Menopoz (45-55 yas) ile birlikte menstriiel siklusun
sonlanmasi ile birlikte ovaryumlar oosit tiretme fonksiyonlarini kaybetmektedirler (Ross
ve Pawlina, 2011).

intramural Ampula

isthmus
Fundus \

@ Arteria ovary
'

Infundlbulum

\ Mezovarium
Ovaryum
\Lgamentum ovary

Uterin kavite

Uterus govdesi -

Serviks girisi
Serviks kanali Mezometriyum
Serviks € = Perimetriyum
Endometriyum
Serviks cikisi Miyometriyum

Vajina  g————
J Mukozal kivrimlar

Sekil 4. Disi genital sistemde i¢ {ireme organlari1 (Ross ve Pawlina, 2011°dan uyarlanmastir)

2.2.1. Ovaryum Histoloji

Ovaryumlar kadin iireme sisteminde ¢ift fonksiyon yapan organlardir.
Uterusun iki yaninda, pelvik kavitenin yan yiizeylerine yerlesmis olarak bulunurlar.
Ovaryumlar steroid yapida hormon tiretmesi ile endokrin, gamet {iretmesi ile ekzokrin
fonksiyonu goriirler. Ovaryumda oOstrojen ve progesteron olmak iizere iki Onemli
hormon salgilanir.

Ostrojen: I¢ ve dis {ireme organlarinin biiyiimesini destekler. Puberte ile

birlikte gelisen disi seks karakterlerinin gelismesini diizenler. Bununla birlikte
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Ostrojenler meme bezlerinde duktal ve stromal biliylimeyi uyarir ve yag dokusunu
artirarak meme gelisimini saglarlar.

Progesteron: Endometriyumda yaptigi degisiklerle uterusun gebelik igin
uygun bir ortam olmasini saglar. Meme bezlerinde lobular proliferasyonunu saglayarak
bezleri siit vermeye hazirlar.

Ovaryum korteks ve medulladan olusmaktadir (Sekil 5). Yiizeyi Germinal
epitel olarak adlandirilan tek Katli kiibik epitel ile ortiilidiir. Germinal epitelyum
mesovaryumdan gelen mezotelyumun devamidir. Germinal epitelin altinda ovaryuma
beyaz rengini veren siki bag dokusu yapisinda tunika albuginea katmani bulunmaktadir
(Sekil 6). Tunika albuginea’dan sonra ovaryumda korteks ve medulla olmak tizere iki
tabaka bulunmaktadir. Korteks tabakasinda ovaryuma ait follikiiler yer almaktadir.
Follikiiller kortikal b6lgenin zengin hiicresel bag dokusu (stroma) icine gomiiliidiirler.
Medullada ise gevsek bag dokusu, biiyiik kan damarlari, lenfatik damarlar ve sinirler
bulunmaktadir (Ross ve Pawlina, 2011).
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Sekil 5. Ovaryuma ait genel bir kesit goriintiisii. M: Medulla tabakasi, (*) : Korteks tabakasi, kesikli

cizgiler medulla- korteks sinirint gostermektedir. Bar: 500 um
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Sekil 6. Ovaryum korteksine ait biiyiitiilmiis bir goriintii. Ok: Germinal epitel, *: Tunika albuginea.
Bar: 60 pm

cikarlar.

2.2.2. Follikiil Gelisimi
Histolojik olarak ii¢ tip ovaryum follikiilii bulunmaktadir.
1. Primordiyal Follikiiller: Follikiil ilk kez fetal donemin 3. ayinda ortaya

Primordiyal follikiiller ortada tek bir primer oosit i¢eren ve tek sirali yassi

epitelden olusur. Follikiiler hiicrelerin dig yiizeyi bazal lamina ile gevrilidir. Bu evrede

oosit ve follikiil hiicreleri birbirine ¢ok yakin bulunmaktadir.

sahiptir.

Icerdigi oosit capt 30 um’dir ve dagmik kromatinli biiyiik bir ¢ekirdege
Follikiil hiicreleri organelden zengin olup belirgin golgi kompleksi,

endoplazmik retikulum, bol miktarda mitokondri ve lizozom igermektedir. Ileri gelisimi

puberteden sonra follikiiler epitelin proliferasyonu ve follikiilii saran stromanin

degismesi ile saglanmaktadir (Ross ve Pawlina, 2011; Sekil 7).

Sekil 7. Primordial follikiil (ok bas1). Bar: 50 pm
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2. Biiyiiyen Follikiiller

a) Primer Follikiil: Hipofizden salgilanan FSH follikiil hiicrelerinin
bliylimesini saglamaktadir. Primordiyal follikiillerin etrafindaki yass1 hiicreler geliserek
kiibik sekil almaya baslarlar ve primer follikiile doniisiirler (Ross ve Pawlina, 2011).
Primer follikiil hiicreleri baslangigta tek katli kiibik hiicreler halinde bulunur ve
unilaminar primer follikiil olarak adlandirilir (Sekil 8). Hizli mitotik aktiveler sonucu
follikiil hiicreleri ¢ok katli follikiiler epiteli yada stratum granulozum tabakasini
olustururlar. Granuloza hiicrelerinin arasinda yaygin olarak gap junction tipi baglantilar
bulunmaktadir.

Primer oosit biiylirken gevresine glikoproteinler ve glikozaminler salgilayan ZP
(zona pellusida) olarak adlandirilan ekstaselliilar bir kilifla ¢evrilir. ZP, salgilanan ZP-1,
ZP-2, ZP-3 olarak adlandirilan 3 farkli glikoprotein igerir. Bunlarin en Onemlisi
spermatozoa - baglayici ve akrozom indiikleyicisi bulunan ZP-3 tiir.

Follikiillerde bu degisiklik olurken stroma hiicreleri follikiiliin etrafin1 teka
follikiilii olarak isimlendirilen bag dokusuyla sarar. Teka follikiili bazal laminanin
hemen disinda bulunur. Teka follikiilii 2 tabakadan olugsmaktadir;

Teka interna: I¢ tabakada yer alir ve kiibik hiicrelerden olusmaktadir. Teka
interna hiicreler, fibroblastlar, kollajen lifler ve kiigiik damarlardan zengindir. Streoid
hormonlari iireten teka interna hiicrelerinde LH reseptorleri vardir.

Teka eksterna: Dis tabakada bulunur. Diiz kas hiicrelerinden ve kollajen

liflerden olugmaktadir.

Sekil 8. Primer follikiil (ok bas1). Bar: 50 um
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b) Sekonder Follikiil: Multilaminar primer follikiil gelismeye devam ederken
stratum granulozum tabakasinin kalinlig: artarak ¢ok katli prizmatik epitele dontisiir. Bu
esnada granuloza hiicreleri arasina hiyaluronik asitten zengin sivi dolu bosluklar
olusmaya baslamaktadir. Bu follikiiller sekonder follikiil olarak adlandirilmaktadir
(Sekil 9). Follikiiller biiyiimeye devam ederken artan sivi dolu bosluklar birleserek
antrum ad1 verilen biiyiik bir boslugu olusturmaktadir. Follikiil i¢inde biiyiiyen s1v1 artip
antrum genisledik¢e granuloza hiicreleri tarafindan c¢evrelenmis olan oosit follikiiliin
kenar kismina itilmektedir (Ross ve Pawlina, 2011). Antrumu olusturmak tizere yeniden
diizenlenen granuloza hiicreleri follikiil duvarinda belirli yerde yogunlasarak kiiciik bir
tepecik olusturur. Oositi de igeren bu yap1 kumulus ooforus olarak adlandirilmaktadir.
Bir grup granuloza hiicresi oositin gevresinde yogunlasir ve korona radiatayi olusturur
(Junqueri ve Carneiro, 2006). Korona radiata hiicrelerinin yiizeyindeki mikrovilluslarla,

oosit ylizeyinde bulunan mikrovilluslar birbirleri ile gap junction tipi baglant1 kurarlar.

Sekil 9. Sekonder follikiil (ok bagi). Bar: 60 um

c) Tersiyer (Graff) Follikiil: Follikiiller hiicreler ve antrum boslugu
biiyiimeye devam ederken follikiiliin ¢apt 10 mm geldiginde tersiyer ya da graff follikiil
olarak adlandirilmaktadir (Sekil 10). Follikiil en biiyiik boyutuna geldiginde granuloza

hiicrelerinin mitotik aktivitelerinde azalma goriilmektedir. Stratum granuloza tabakasi
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incelir ve antrum hacmi en yliksek seviyesine ulasmaktadir. Oosit ve oositi gevreleyen
hiicrelerin granuloza hiicreleriyle olan baglantilar1 gevsemektedir. Boylece oosit
ovulasyonla digar1 atilmaya hazir hale gelmektedir.

Tersiyer follikiilde teka tabakasinda bazi degisiklikler goriilmektedir. Teka
interna hiicreleri lipit biriktirerek steroid sentezleyen hiicre 6zelligi kazanmaktadirlar.
LH ile stimiile edilen hiicreler tarafindan salgilanan androjenler daha sonra ostrojene
doniismektedirler.  Androjenlerin  bir kismu  FSH’nun etkisi ile Ostrojene

doniismektedirler (Ross ve Pawlina, 2011).

SG

TK

Sekil 10. Tersiyer follikiil. SG: Stratum granuloza tabakasi. TK: Teka follikiilii. A: Antrum. Bar: 200pm

2.2.3. Ovulasyon
Ovulasyon graff follikiilden sekonder oositin serbest birakildigi siirectir.
Hormonal degisiklikler ve enzimatik etkilerin kombinasyonu ile birlikte birkac faktor
sekonder oositin serbest birakilmasindan sorumludur. Bu faktorler sunlardir;
e Follikiiler stvinin hacim ve basincinin artisi.
e Follikiil duvarmin plazmojenle enzimatik olarak pargalanmasi.
e Startum granulozum ile oosit-kumulus arasinda glikozaminoglikan birikimi
e Prostogladinler tarafindan uyarilan teka internada tabakasindaki diiz kaslarda

olusan kasilma.
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Ovulasyondan hemen 6nce tersiyer follikiiliin ovaryum yiizeyine ¢ikint1 yaptigi
makula pellusida veya stigma olarak da adlandirilan bu alanin kanlanmasi
bozulmaktadir. Bu alan daha sonra ruptiire olmaktadir. Korona radiata ve kumulus
hiicreleri ile cevrili sekonder oosit, ruptiire olmus follikiilden serbest birakilmaktadir.
Ovulasyon zamaninda uterin tiiplerin fimbriyalar1 ovaryum yiizeyine ¢ok yakin bir hale
gelir ve oositi uterin tiiplerin abdominal ostiumunun igine birakmaktadir (Ross ve
Pawlina, 2011). Ovulasyondan kisa bir siire granuloza ve teka hiicreleri morfolojik
degisikliklere ugramaktadir. Bu hiicreler sitoplazmalarinda agranuler endoplazma
retikulumu, bol miktarda mitokondri ve lipit damlalar1 bulunduran steroid sentezleyen
hiicre 6zelligini kazanirlar. Hiicrelerinin arasinda teka internalardan kaynaklanan ¢ok
sayida kan ve lenf kapilleri bulunmaktadir. Tipik endokrin doku 6zelligi gdsteren bu
yap1 korpus luteum olarak adlandirilmaktadir (Esrefoglu, 2011). Korpus luteumda iki
tip hiicre bulunmaktadir.

Granuloza lutein hiicreleri: Granuloza hiicrelerinde gelismis merkezi, biiyiik
hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda ince lipit damlalar1 bulunan granuloza lutein hiicreleri
progesteron sentezlemeye baslamaktadirlar.

Teka lutein hiicreleri: Granuloza lutein hiicrelerinden daha kii¢iik hiicrelerdir.
Teka interna tabakasinda perifere yerlesmis olarak bulunmaktadirlar. Ovulasyon 6ncesi
bu hiicreler Ostrojen salgilamaktadirlar.

Korpus luteumda iiretilen hormonlar uterusun endometriyum tabakasinda
salgilama faaliyetini kontrol ederek fertilizasyondan sonrasinda gelisen zigotun
implantasyonu hazirlamaktadir. Gebelikte bulunan korpus luteum yavasca gerileyerek
gebelikten sonra dejenere olmaktadirlar. Fertilizasyon ger¢eklesmezse korpus luteum

yaklasik dokuz giin igerisinde dejenere olmaktadir (Ross ve Pawlina, 2011).

2.2.4. Menstriiel Siklus

Puberteden menepoza kadar olan donemde overler, uterus, serviks, vajina
dokularinda 28 giinde bir tekrarlanan olaya menstriiel siklus denilmektedir. Menstriiel
siklus, hipotalamus, hipofiz ve ovaryum da uyarict ve baskilayic1 sinyallerin
fonksiyonel ve zamansal koordinasyonu ile gerceklestirilmektedir. Endokrin sistem
olarak islev goren bu sistemde ilk uyarict sinyal hipotalamus tarafindan salgilanan

GnRH ile, hipotalamustan hipofize portal vendz sistem yoluyla iletilmektedir. GnRH,
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on hipofizde FSH ve LH sekresyonunu uyarmaktadir. FSH ve LH, follikiil gelisimini,
ovulasyonu, korpus luteum olusumunu; tiim bunlarin yani sira bazi hormonlarin iiretimi
ve sentezini (Ostrojen, progesteron, glikoprotein olan inhibin A ve B) koordine
etmektedir (Unlii ve Berker, 2008; Diizova ve Emre, 2011).

Menstriiel siklus baslangicinin ilk bulgusu 3-5 giin devam eden menstriiel
kanamadir. Menstriiel kanamanin ilk giiniinden ovulasyona kadar devam eden Ostrojen
hormonunun salgis1 ile ovaryen follikiiler gelismektedir. Dongiliniin 14. giiniinde
ovulasyon olmaktadir. Dongiiniin siiresi follikiiler donemin uzunluguna gore
degismektedir.

Menstriel siklus, follikiiler donem ve luteal donem olmak tizere iki farkli
donemleri icermektedir.

1. Follikiiler Donem: Menstriiel kanamanin baslamasi ile birlikte 10-20 kadar
az sayida primer follikiiliin gelismesiyle baglamakta ve bir dominant follikiiliin biiyiiyiip
geligerek ovulasyona hazir hale gelene kadar devam etmektedir. Menstriiel kanama
baslar baslamaz gelisen follikiilden, follikiil boyutundaki biiyiime ve granuloza hiicre
sayisindaki artmaya paralel olarak salgilanan 6strojen ve inhibinin seviyeside artmaya
baslamaktadir. Bu artig ile negatif feedback sonucu FSH seviyesi diismeye baglar. FSH
granuloza hiicrelerinden aromataz enzimini aktive ederek androjenlerin Ostrojene
dontigiimiinii  saglamaktadir. FSH’in diismesi biliylimekte olan dominant follikiil
cevresinde daha androjenik bir mikrogevrenin olugsmasina sebep olmaktadir. Ayrica
biiylimekte olan follikiillerin granuloza hiicrelerinden salgilanan ¢esitli peptitler komsu
follikiillerin gelisimini engellemektedir (Unlii ve Berker, 2008; Ross ve Pawlina, 2011).
Follikiiler fazda artan Gstrojen seviyesi, FSH seviyesini diisirmesinin yani sira LH
seviyesini yiikselmekte ve bu artistan 36 saat sonra ovulasyon meydana gelmektedir
(Ross ve Pawlina, 2011).

2. Luteal Donem: Ovulasyondan hemen sonra granuloza ve teka hiicreleri
hizli bir sekilde morfolojik degisikliklere giderek korpus luteumu olusturmaktadir.
Ostrojen ve biiyiik miktarda progesteron korpus luteumdan salgilanmaktadir. Bu iki
hormonun, o6zellikle progesteron hormonu altinda uterusun endometriyum tabakasi
salgilama fazimma baslamaktadir. Bu faz endometriyumu fertilize olmus ovumun
implantasyonu i¢in hazir hale getirmektedir (Ross ve Pawlina, 2011). Korpus luteumun

fonksiyonu ovulasyondan 9-11 giin sonra azalmaya baslamaktadir (Unlii ve Berker,
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2008). Buna paralel olarak Ostrojen ve progesteron seviyesinin azalmasi ile birlikte

luteal donem sonlanmaktadir (Diizova ve Emre, 2011).

2.2.5. Uterus Histolojisi

Mesane ile rektum arasinda pelvis boslugunda bulunan uterus, disi lireme
sisteminin 6nemli bir organidir. Uterus dollenmis oositin yerlesiminden doguma kadar
bircok morfolojik ve fonksiyonel degisiklikler gecirmektedir

Histolojik olarak ii¢ tabakadan olugmaktadir.

1. Endometriyum: Uterusun en i¢ kisminda bulunan mukoza tabakasidir.
Yiizey epiteli tek katli silyali prizmatik epiteldir. Oldukg¢a kalin olan lamina propria
tabakasinda uterus bezleri bulunmaktadir. Uterus bezleri, bazal boliimleri dallanabilen
basit tiibiiler bezlerdir. Endometriyum tabakasi iki kisimda incelenmektedir.

a) Stratum fonksiyonalis: Endometriyum’un 2/3’liik kismini olusturmaktadir.
Menstrual siklus sirasinda dokiilmekte ve her 28 gilinlik doénemde kendini
yenilemektedir.

b) Stratum bazale: Endometriyum’un 1/3’liikk taban kisimin olusturan bu
tabaka menstrual siklusta dokiilen stratum fonksiyonalis tabakasinin yenilenmesini
saglamaktadir.

Endometriyum, menstruel siklus doneminde morfolojik ve fonskiyonel
degisikliklere gore dort donemde incelenmektedir. Menstruasyon bitiminden sonra
baglayan proliferatif doénemde endometriyum tabakasinin hizla rejenerasyonla
karekterize olan donemdir. Bezler genisleyerek kivrim yapmaktadirlar. Stromal
hiicrelerin bag dokusu lifleri ve esas maddeyi sentezlemeleri sonucunda lamina propriya
yeniden olusmaktadir. Endometriyum kendini yeniledikge spiral arterler uzama gosterip
kivrilmaktadirlar. Bu dénem o6strojenlerin etkisi altinda ovulasyondan sonraki 1. giline
kadar devam etmektedir.

Ovulasyondan 1-2 giin sonra baslayan sekretuar donem progesteronun kontrolii
altindadir. Bu dénemde iyice kivrilan endometriyum bezlerinin liimeni genislemektedir.
Spiral arterler kivrilmaya devam ederek endometriyumun yiizeyine kadar
gelmektedirler. Stromal hiicreleri bez hiicreleri gibi genisleyerek glikojenden zengin

desidua hiicrelerine doniismektedirler.
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Progesteron seviyesinin diismeye basladigi, mensturasyondan onceki donem
iskemik donemdir. Bu donemde spiral arterlerde ani biiziismeye bagli olarak
fonksiyonel tabakada iskemi olugsmaktadir. Bunun sonucunda endometriyum biiziilmeye
baslamaktadir. Son donem olan mensturasyon doneminde spiral arterlerin
kontraksiyonu sonucunda yiizey epitelinde dokiilme ve arter duvarinda yirtilma
baslamaktadir. Fonksiyonel tabaka nekroza ugrayip dokiilmektedir.

2. Miyometriyum: Bag dokusu ile kas lifi demetlerinden olusan, tuba uterina
ve vajinanin kas tabakasi ile devamlilik gosteren kalin tabakadir. Gebelik doneminde
miyometriyumun kalinligi mevcut kas hiicrelerinin hipertrofisi ve hiperplazi olusumu
ile dnemli derecede artmaktadir.

3. Perimetriyum: Mezotelyum ve altinda uzanan bag dokusundan olusan
tabakadir. Elastik lif bakimindan zengin olan bu tabaka uterusun arka yiizii ve 6n yliiz
boliimiinii désemektedir. On yiiziin alt yaris1 ise bag dokusundan olusan adventisya

ozelligindedir (Junqueira ve Carneiro, 2006; Ross ve Pawlina, 2011).

2.3. Disi Sicanlarin Genital Ozellikleri

Yetiskin si¢anlarda ovaryum follikiillerle dolu bir yapidadir ve bobreklerin
kranial kutbunda yer almaktadir. Helozoik yapidaki tuba uterina, ovaryumu bikornual
yapidaki uterusa baglamaktadir. Ovaryum epiteli tek sirali kiibik yada prizmatik epitel
ile ortiiliidiir (Miilazimoglu ve ark., 2012).

Sicanlarin uterusu sag ve sol kornusu oldugu i¢in bikornual uterus olarak
adlandirilmaktadir. Her iki kornus kan damarlar1 bakimindan zengindir. Sican
uterusunun bu 6zelliklerinden dolay: bir dogumda ¢ok sayida yavru dogurabilmektedir.
Uterus tek kath prizmatik epitel ile ortiiliidiir. Endometriumda bulunan uterus bezleri
tunika submukoza ic¢indeki lamina propriyaya yerlesmisleridir. Miyometrium utersun
tunika muskularisini olusturmaktadir. Icte sirkiiler dista longitual kaslardan olusan
tabakada biiyiikk kan damarlart bulunmaktadir. Perimetrium uterusun tunika seroza
kismudir, gevsek bag dokusu oOzelligi gosterir ve ¢ok sayida lenfatik damarlar
igcermektedir (Yilmaz, 2008).

Yapilan bir c¢alismada gonadotropin ve morfolojik 0Ozelliklerine gore

prepubertal ovaryum gelisimi 4 doneme ayrilmastir.
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1. Neonetal donem (dogum-1. hafta)

2. Infantil donem (1-3 hafta aras1)

3. Jiivenjil donem (3-4,5 hafta arasi)

4., Peripubertal donem (jiivenjil donem sonrasi 3 giin)

Neonatal donemde ovaryumlar FSH etkisi ile testosteronu Ostrodiol-178’ya
metabolize edilmektedir. Infantil doénemde follikiiller &strojen sekresyonuna
baslamaktadir. Peripubertal donem boyunca uterus sivi ile doludur, follikiiller biiyiik
miktarda Ostrojen salgilamakta ve gonadotropinlerdeki artis ilk ovulasyonu
saglamaktadir.

Ovaryum gelisimi gonadotropinlere, FSH, LH, GnRH, prolaktin ve biiylime
hormonuna baglidir. FSH seviyeleri dogumdan 12. giine kadar kademeli olarak
diismektedir. GnRH salinimlar1 esnasinda LH konsantrasyonu yavasca artarak yiiksek
seviyelere ulasmaktadir. Juvenjil donemde her 3 saatte bir prolaktin salinimi meydana
gelmekte ve bu salimim ovaryumdan Ostradiol ve progesteron salinimini

indiiklemektedir (Miillazimoglu ve ark., 2012).

2.3.1. Sicanlarda Gebelik ve Dogum

Siganlarda gebelik yaklasik 21 giin siirmektedir. Vajinal siiriintiide spermin
goriilmesi gebelik i¢in kesin bilgi olarak kabul edilmektedir. Abdominal genisleme 13.
ginden itibaren meydana gelmektedir. 14. ginde meme bezleri gelismeye
baslamaktadir. Progesteron degerleri gebeligin 7. ve 13. giinlerinde en yiiksek diizeye
ulagmaktadir (Miilazimoglu ve ark., 2012).

Diger hayvan tiirlerinden farkli olarak sican embriyosu Ostrojen iiretmez ve
maternal Ostrojen implantasyonu diizenlemektedir. Ovaryum gebelik boyunca gebelik
korpus luteumunun aktif olabilmesi ig¢in Ostrojen salgilamaya devam etmektedir.
Ostrojen sican plasentas: tarafindan iiretilmez ve plasental progesteron da gebeligin
devami i¢in yeterli olmaktadir. Serum LH degerlerinde gebeligin 11. giiniinde diger

giinlere gére 6nemli artis goriilmektedir (Miilazimoglu ve ark., 2012).

2.3.2. Sicanlarda Ostrus Siklus
Sicanlarda ostrus siklus 14 giinde bir ortalama 4-5 giin siirmektedir. Yaslanma
ile beraber bu siire uzayarak 5-6 giinli bulmaktadir (S6zen, 2008). Siklus ‘vajinal smear’

yontemi ile tespit edilmektedir. Vajinal smear yontemi siganlarin vajinal duvarindan
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striintii almmasiya elde edilen preparatlarin herbir siklusa 6zgli hiicre tipilerinin
histolojik olarak taranmasi esasina dayanmaktadir (Sekil 11). Ostrus siklus prodstrus,
Ostrus, didstrus ve metadstrus olmak iizere 4 donemden meydana gelmektedir

(Assessment ve ark., 2008).

Sekil 11. Siganlarin vajinal duvarindan alinan siiriintii ile elde edilen vajinal smear Orneklerin
boyanmamis mikroskobik goriintiisii. A, B, C: Prodstrus evresi; Granul goriiniimiine sahip
cekirdeksiz hiicreler kiimleri goriilmektedir. D, E: Ostrus evresi; Agirlikli olarak cekirdekli
stiperfisyal hiicrelere rastlanirken, keratinize siiperfisyal hiicrelerde goriilmektedir. F:
Metaostrus  evresi; c¢ekirdekli ve kornifiye hiicreler arasinda bol miktarda 16kosit
bulunmaktadir. G, H: Didstrus evresi; Vajinal smear orneklerinde ¢ok az saglam hiicreye

rastlanir. Dominant hiicre tipi lokositlerdir (Goldman ve ark., 2007’ dan uyarlanmistir)

Didstrus: Didstrus, strus siklusunun en uzun donemidir. Yaklasik 57 saat
stirmektedir. Vajinal smear Orneklerinde ¢ok az saglam hiicreye rastlanir. Dominant
hiicre tipi I6kositlerdir (Miilazimoglu ve ark., 2012).

Bu donemde uterus, dar bir liimene, kisa kiibik ya da silindirik epitele sahiptir.

Uterus bezleri inaktifdir. Bu fazin sonuna dogru stromada 6dem olusabilmektedir.
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Ovaryumda bir 6nceki ovulasyondan kalma korpus luteum ¢ok biiyiik bir hacimde
goriilmektedir (Westwood, 2008; Sekil 12). LH ve FSH diizeyleri diisiiktiir. Bu evrede

oOstradiol diizeylerinde azalma goriilmektedir (S6zen, 2008).

: Eren fibroz dku
E olusumu

Ovaryum A | Uterus

Sekil 12. Sigcanlarda didstrus evresinde ovaryum ve uterusun gdriniimil. Ovaryum igin bar: 100 pm,

uterus i¢in bar: 1000 um (Westwood, 2008’dan uyarlanmigtir)

Proéstrus: Sicanlarda bu donem 12 saat siirmektedir (Miilazimoglu ve ark.,
2012). Vajinal smear Orneklerinde bol miktarda c¢ekirdeksiz yuvarlak hiicreler
bulunmaktadir. Uterus bu dénemde uzun kiibik prizmatik epitele sahiptir ve mitotik
figiirlere rastlanmaktadir. Uterus liimeni didstrus evresine gore daha genislemistir.
Ovaryumda korpus luteum hiicreleri dejenere olmaya baslamistir ve vakuolizasyon
goriilmektedir. (Westwood, 2008; Sekil 13).

Fibréz doku ¢ogalmasi ile
dejenerasyon

Epitlde mitotik
figiirler

Uterus

Sekil 13. Siganlarda prodstrus evresinde ovaryum ve uterus goriinimii. Ovaryum igin bar: 100 pm,

uterus i¢in bar: 1000 um (Westwood, 2008’dan uyarlanmigtir)
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Prodstrus evresinde LH atilimi en yiiksek seviyededir. ProOstrus evresinde
salman LH dalgalar1 preovulatuar follikiillerde ovulasyonun meydana gelmesine ve
Korpus luteanin sekillenmesine neden olmaktadir. Ostradiol bu evrenin baslangicinda en
diisiik diizeydedir evrenin sonlarina dogru en yiiksek diizeye ulagmaktadir. Ostrus
evresine gecerken Ostradiol diizeylerinde azalma goriilmektedir. Ayrica bu evrede FSH,
Ostrojen ve progesteron en yiiksek seviyelerdedir. FSH’da yavas bir artig
gbzlenmektedir (S6zen, 2008; Miilazimoglu ve ark., 2012).

Ostrus: Siklusun bu evresi 12 saat siirmektedir. Vajinal smear drneklerinde
donemin basina dogru %75 c¢ekirdekli siiperfisyal ve %25 keratinize siiperfisyal
hiicreler rastlanirken donemin sonuna dogru bu oran keratinize siiperfisyal hiicreler
lehine degismektedir (Miilazimoglu ve ark., 2012). Bu evrede endometriyal epitelde ve
uterus bezlerinde dejenerasyon goriilmektedir. Ovaryumda siklikla dejenere olmus
korpus luteum, kiigiik bazofilik hiicreler ve yer yer sivi dolu kavite goriilmektedir
(Westwood, 2008; Sekil 14). LH distiik diizeyde, FSH ise en yiiksek diizeydedir.
Ostradiol diizeyi diismeyi siirdiiriir ve bu evrenin ortalarinda en alt diizeyde olmaktadir.

Ostrus sonuna dogru ovulasyon olusmaktadir (Sézen, 2008).

Uterus bezlerinde ve endometriyal epitelde §

dejenere hiicreler
L RS, {

Sivi dolu kavite
I

Ovaryum
Sy

Sekil 14. Siganlarda dstrus evresinde ovaryum ve uterusun goriiniimii. Ovaryum igin bar: 100 um, uterus

icin bar: 1000 um (Westwood, 2008’dan uyarlanmistir)

Metaostrus: Metadstrus evresi ovulasyondan sonra goriiliir ve yaklasik olarak
21 saat kadar siirmektedir. Donemde alinan vajinal smear 6rneklerinde g¢ekirdekli ve

kornifiye hiicreler arasinda bol miktarda 16kosit bulunmaktadir. Metadstrus boyunca,
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korpus luteadan porgesteron salinmaktadir. Endometriyal epitelde vaskiiler
dejenarasyon goriilmektedir (Westwood, 2008). LH seviyesi Ostrus evresine gore diisiis
gostermektedir (Sozen, 2008).

2.4. Stereoloji

Stereoloji; ii¢ boyutlu olan yapilarin, onlarin iki boyutta olan gdériintiilerinde
yapilan geometrik 6zelliklerine (say1, hacim, uzunluk gibi) ait sayisal verileri hakkinda
bilgi edinilmesini saglayan bilim dalidir. Stereoloji; arastiricilara, elde etmek istedikleri
verileri hesaplama yolu ile bulmay1 saglayan bir seri etkin ara¢ sunmaktadir. Sunulan bu
araclar, tarafsiz (yani varilmak istenilen gercek degerlerden sistematik olarak
uzaklagmayan) sayim ve dl¢lim prensiplerine dayanir (Korkmaz ve ark., 2002).

Tarafsiz stereolojik sayim metotlar1 adi verilen metodolojideki prensipler,
giivenilir 6zellikte olan metotlarin temelini olusturacak bir potansiyele sahiptir. Bu
prensiplerin uygulanmast; biyolojik bir dokunun, sinirlar1 tanimlanabilen bir bolgesinde
yer alan objelerin toplam sayilarinin hesaplanmasinda kullanilabilecek sayim ve
ornekleme tekniklerinin gelisimi ile sonug¢lanmistir. Bu tekniklerin en 6nemli 6zelligi,
calisilan bolgenin tim kisimlarina esit derecede Orneklenebilme ihtimalini veriyor
olmasidir. Bir diger 6zellik de, ilgili objelerin biiyiikliik, sekil ve yonelimleri hakkinda
herhangi bir varsayima gerek kalmadan belirli bir hacim igerisinde dogrudan
sayilabilmeleridir. Bu teknikler prensiplerine uygun olarak uygulandiklarinda, toplam
obje sayisina ait hesaplamalarin ortalamalar1 giderek gercek degere yaklasacaktir. Yani,
bu teknikler ile toplam obje sayisina ait yapilan hesaplamalar tarafsizdirlar (Geinisman
ve ark., 1996; West, 1999).

2.4.1. Sistematik Rastgele Ornekleme

Stereolojik calismalarda verilerin gercek degerlerinden sistematik olarak bir
sapma gostermemesi ve giivenilir olmasi i¢in dikkat edilmesi gereken durumlardan
biriside 6rneklemenin dogru yapilmasidir. SRO’de (Sistematik rastgele ornekleme)
sistematik sozciigii; onceden belirlenen sabit aralikla yapinin 6rneklenmesini ifade
ederken, rastgele sOzclgli ise sistematik olarak tekrarlanan Orneklemenin her
asamasinda ilk elemanin tarafsiz yani tesadiifen se¢ilmesidir (Howard ve Reed, 1998).
SRO, pilot bir ¢alisma ile belirlenmis sabit bir 6rnekleme araligi boyunca, ilk aralik

icinden rastgele bir noktadan baslanarak, ilgilenilen yapinin tamaminin etkin bir sekilde
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orneklenmesini igermektedir. Istatistiksel agidan bu tip drneklemede, yapinin iizerinde
ornekleme sayis1 ne kadar artarsa gercek degere o kadar yaklastigi icin homojen ve
verimli bir 6rnekleme elde etme sansida o kadar artmaktadir (Gundersen ve Jensen,
1987).

2.4.2 Uc¢ Boyutlu Ortamda Sayim: Disektor

Disektor ilk kez 1984 yilinda Sterio isimli Iskandinav bir stereolog tarafindan
tarif edilmistir. Disektor, tanecikle ilgilenen doku bileseni olarak ifade edilir. Bu
sOzclglin anlam1 ve igerigi yapilan calismaya gore degisir. Calismanin 6zelligine gore
ilgilenilen yap1 hiicre, cekirdek, organel, sinaps veya cekirdekcik olabilir. Ornegin
ovaryumdaki granuloza hiicreleri ile ilgili bir ¢alismada granuloza hiicresi tanecik
olarak adlandirilir. Disektor prensibi su gozleme dayanir: Bir kesit serisinde bir
hiicrenin bir kesitte goriiliip bir 6ncekinde goriinmeme thtimali hiicrenin biiyiikliigiine,
sekline veya yonelimine bagli degildir. Ciinkii biitiin hiicrelerin (biiyiikliik, sekil ve
yonelimlerinden bagimsiz olarak) sadece bir tane ug¢ noktalar1 vardir. Disektoriin temel
mantiginda da taneciklerin kesit alma dogrultusu boyunca ilk ortaya ¢iktiklar1 veya son
goriildiikleri kisimlar1 yani ‘u¢ noktalarini’ bulmaktir. Bu mantikla is géren bir metot
gercek tanecik sayisina ulagilmasini saglamaktadir (Sterio, 1984).

Disektor yonteminin fiziksel ve optik disektdr olmak tizere iki uygulama sekli
bulunmaktadir. Fiziksel disektor, disektoriin ilk ortaya ¢ikis bigimidir (Sterio, 1984).
Yontem birbirine belirli uzaklikta bulunan yer alan ardigik iki histolojik kesit
ciftlerinden meydana gelmektedir. Bu iki kesitten birisi ‘referans’ digeri ise ‘gdzlem’
kesiti olarak adlandirilir. Bu kesit ¢iftlerinde uygulanacak kural sayim kurali ise; kesit
ciftlerinden birinde gozlenip digerinde gbzlenmeyen partikiillerin izdiistimlerini
saymaktir (Sekil 15). Yukarida belirtildigi gibi, bu tarz bir yaklasimda partikiillerin
biiyiikliik, sekil ve yonelimleri gibi 6zelliklerinin onceden bilinmesine veya onlar
hakkinda herhangi bir varsayimda bulunmaya gerek yoktur. Gerekli olan sey, kullanilan
kesit serisinde gozlenen profillerin her birinin hangi partikiile ait oldugunun
bilinmesidir. Bu sayim yaklasimi ile, tiimiiyle kesitler sekline doniistiiriilmiis olan bir

yapidaki hiicrelerin gergek sayisi elde edilmis olunur (Sterio, 1984).
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Referans Kesit /

Giizlem Kesit

Sekil 15. Fiziksel disektdr uygulamasinin sematik sekli. Kesitlerden biri 6rnek, digeri gézlem kesiti olup,
ornek kesitte bulunup, gozlem kesitinde bulunmayan partikiillerin izdiigiimleri sayilmaktadir

(http://www.3.bp.blogspot.com, 2015)

Fiziksel disektor de karsimiza bir problem ¢ikmaktadir. Bir kesit alaninda
gbzlenip digerinde gbzlenmeyen hiicrelerin sayisina karar verilecegi i¢in, iki boyutlu bir
ortamda (yani, kesit goriintiisii ortaminda) yer alan hiicre profillerinin sinirlart belirli bir
alan ile tarafsiz olarak iliskilendirilmesi gerekmektedir. Bu sorun, disektoriin ortaya
cikisindan 6nce 1977 yilinda gelistirilen ‘tarafsiz sayim cercevesi’ ve ilgili sayim kurali
ile ¢6ziimlenmistir (Gundersen, 1977; Sekil 16). Bu sayim gergevesi ile iki boyutlu
ortamda hiicre profilleri tarafsiz olarak orneklenebilmektedir. Tarafsiz sayim gergevesi
ile iki boyutlu ortamda gerceklestirilen drnekleme islemi, disektdr olarak adlandirilan
arac ile ii¢ boyutlu ortama taginir. Yani, birinin iki boyutlu ortamda yaptiginm1 digeri ii¢
boyutlu ortamda yapmaktadir (Gundersen, 1977;1978; Gundersen ve ark., 1988a ve b)
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Sekil 16. Tarafsiz sayim gercevesi. Yasak kenarlara denk gelen partikiiller disinda tiim partikiiller

sayima dahil edilmektedir.
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Burada dikkat edilmesi gereken kisim, yapinin tiimiiniin disektorlerle ele alinip
hiicrelerin tiimiiniin sayilmas1 durumunda, hiicrelerin gercek sayisi elde edilecegi halde;
ornekleme yapilmasi durumunda toplam sayi yerine hiicrelerin yogunluklarinin elde
edilecegidir. Ciinkii bir kesitteki belirli alanda bulunup ondan belirli bir mesafe
uzaklikta yer alan esdeger bir alanda bulunmayan hiicreler tespit edilmistir. Yani belirli
hacimde yer alan hiicreler tarafsiz olarak 6rneklenmistir.

Tarafsiz sayim g¢ergevesi, komsu iki kenar1 serbest diger iki kenar1 yasak olan
basit dikdortgen veya kare olan bir sistemdir. Serbest kenara temas eden tanecikler
sayilirken, yasak kenara temas eden tanecikler sayim dist birakilmaktadir. Tarafsiz
sayim c¢ergevesi, tanecik sayimi i¢in, en etkili ve giivenilir sayim cercevesidir. Bu
cergevenin tanecikleri izdiisiimlerini en dogru bi¢imde saymayi sagladigi, geometrik

hesaplamalarla da kanitlanmistir (Gundersen, 1977).
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3. MATERYAL-METOD

3.1. Deney Hayvanlan
Hayvanlara uygulanan tiim islemler Ondokuz Mayis Universitesi Deney

Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu kararima ve yonergesine uygun kurallar dogrultusunda
gerceklestirildi. Deneyler i¢in 9 adet gebe Wistar albino sigandan elde edilen, 60 giinliik
disi 15 adet yavru sican kullanildi. Hayvanlar Ondokuz Mayis Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uygulama Merkezi’nden temin edildi. Gebe sicanlardan her grupta 3 adet
olacak sekilde 3 grup olusturuldu.

Kontrol grubu: Gebeligin 6.-15. giinlerinde serum fizyolojik verilen grup.

Metformin 100 grubu: Gebeligin 6.-15. giinlerinde 100 mg/kg/giin metformin
uygulanan grup.

Metformin 200 grubu: Gebeligin 6.-15. giinlerinde 200 mg/kg/giin metformin
uygulanan grup.

Esas ¢alismaya ge¢cmeden Once sigcanlarin gebe birakilmasi ile ilgili pilot bir
calisma gergeklestirildi. Bunun i¢in birer adet digi ve erkek sigan kullanildi. Sicanlar
ciftlestirilmek tizere bir gece ayni kafeste tutuldu. Ciftlesmeden sonraki giin vajinal plak
goriilen disi sicanlar gebe olarak degerlendirildi (gebeligin 0. giinii). Gebe kalan
siganlara gruplara uygun olarak ilag verildikten sonra her bir siganin normal vaktinde
dogum yaptig1 gozlendi. Esas ¢aligmada ise her gruptan iki adet olmak {izere toplamda 6
adet disi si¢an ayr1 ayr1 kafeslere alindi.

Gebe siganlar standart plastik kafeslerde, sicaklign 22 °C + 1 olan odalarda
tutuldu. Dozaj donemleri olan gebeliklerinin 6.-15. giinleri arasinda giinliik olarak
tartild1 ve agirliklarina gore ilag dozaj ayarlamasi yapildi. Ilag her giin ayni saatte gavaj
yoluyla verildi. Kontrol grubuna ise sadece serum fizyolojik ayni tarzda verildi. Gebe
siganlardan elde edilen yavrular yine 22 °C + 1 olan odalarda P (postnatal) 30. giine
kadar anneleri ile birlikte ayni kafeste tutuldu. Otuzuncu giiniin sonunda her bir gruptaki
yavrular erkek ve disi olarak ayrilip farkli kafeslere alindi. P60. giinden sonra her bir
yavru disi sigandan, Ostrus siklusunun ayni evresinde oldugunu tespit etmek i¢in vajinal
stirtintli alindi. Siiriintii 6rnekleri incelendikten sonra uygun donemde olanlar perfiizyon

islemine tabi tutuldu.
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3.2. flacin Temini ve Hazirlanmasi

Calismada kullanilan etken madde Biofarma Ila¢ San. ve Tic. A.S.’den
(Turkiye) toz halinde temin edildi. Metformin 100 grubu i¢in 100 mg/kg/giin,
Metformin 200 grubu igin 200 mg/kg/giin olacak sekilde 1 ml serum fizyolojikte

sulandirilan etken madde gavaj yoluyla verildi.

3.3. Histolojik islemler

3.3.1. Perfiizyon ve Tespit Islemleri

Perfiizyon islemi Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Aragtirma Merkezi’'nde gergeklestirildi. Siganlar perfiizyon isleminden Once
intraperitoneal olarak Ketalazin (50 mg/kg) ve Ksilazinden (10 mg/kg) olusan karisimla
derin anestezi altina alindi. Siganlarin anestezi diizeyleri ekstremite refleksi ile kontrol
edildi ve agirliklar1 kaydedildi. Keskin bir bigakla acilan gogiis kafesinden akcigere
zarar vermeden kalp ortaya ¢ikarildi. Kaniil ile kalbin sol ventrikiiliine girilerek 37°C
sicakliginda serum fizyolojik verildi ve sag atriuma bir kese atilarak kanin buradan
disar1 ¢ikmasi saglandi. Sag atriumdan gelen kan berraklasincaya kadar serum fizyolojik
verilmeye devam edildi. Daha sonra %10’luk nétral formalin soliisyonu verilerek
perfiizyon - fiksasyon islemi tamamlandi. Perfiizyon - fiksasyon sonrasi zarar vermeden
cikarllan ovaryumlar ve uterus (Sekil 17a,b) %10’luk nétral formalin soliisyonu

igerisine alinarak 48 saat bekletildi.

3.3.2. Doku Takibi
Ovaryumlar ve uterus fiksasyon isleminin ardindan doku takibine alindi. Tespit
soliisyonundan ¢ikarilan dokular bir gece akarsuda yikandiktan sonra Tablo 2’de
belirtildigi sekilde doku takibine alindi.
Doku takibinin ardindan dokular parafine gomiilerek, parafin bloklar

hazirland1 (Sekil 17c).

3.3.3. Kesit Alma
Parafin bloklara gomiilen dokular rotary mikrotomu (Leica RM2125RT; Sekil
18) ile sistematik rastegele ornekleme kurallarina uygun sekilde kesildi. Boylece

ovaryum dokusu i¢in 1/20, uterus i¢in 1/40 6rnekleme araligr ile 5 pm kalinliginda,
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Kesit cifti elde edildi. Daha sonra ~60°C’lik etiivde 2 saat bekletilerek dokularin lamlara
yapismasi saglandi (Sekil 17 d).

Tablo 2. Doku takip islemine ait basamaklar

‘ DOKU TAKIP MATERYALI SURE
%70 Alkol 2 saat
%080 Alkol 1 saat
%096 Alkol 1 saat
%96 Alkol 1 saat

Absolu Alkol 1 saat
Absolu Alkol 1 saat
Ksilen 15 dakika
Ksilen 15 dakika
Parafin (sivi) 1 saat
Parafin (oda 1s1) Bir gece
Parafin (sivi) 1 saat
Parafin (siv1) 1 saat

Sekil 17. A: Siganlara ait ovaryum (siyah oklar) ve uterus (kirmizi oklar). B: Diseke edilen ovaryumlar.
C: Ovaryum dokularinin bloklanmasi. D: Kesit alim isleminin ardindan dokularin preparat

haline doniistiiriilmesi
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Sekil 18. Kesit alma isleminde kullanilan rotary mikrotomu (Leica RM2125RT)

3.3.4. Boyama islemleri

Calismada ovaryum ve uterus dokulart Hemotoksilen-Eozin boyasi ile boyandi.
Kimyasal deparafinizasyon islemi igin, kesitler 15’er dakika 3 farkli ksilende,
rehidratasyon iglemi icin sirayla; %100, %96, %80, %70’lik alkol serilerinde 5’er
dakika bekletildikten sonra akarsu altinda 5 dakika yikandi. Daha sonra Tablo 3’de

verilen sekilde boyama islemi gerceklestirildi.

Tablo 3. Boyama islemine ait basamaklar

BOYAMA MATERYALLERI SURE ‘
Hematoksilen 3 dakika
Akarsu 5 dakika
Eosin 1 dakika
%380 Alkol 20 saniye
%96 Alkol 20 saniye
%96 Alkol 20 saniye
Absolu Alkol 5 dakika
Absolu Alkol 5 dakika
Ksilen 1 saat
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Boyama isleminden sonra lamlarin {izerine Entellan® damlatilarak lamel ile

kapatilip penset yardimiyla hava kabarciklari ¢ikarildi.

3.4. Biyokimyasal Analiz

Analiz i¢in yavru si¢anlar bir gece boyunca ag¢ birakildi. Ertesi giin sabah
biyokimya tiiplerine kan 6rnekleri alindi. Test tiipleri oda 1s1sinda 3000x g.’de 10 dk.
santrifiij (Shimadzu UV160A, SNo: 28006648, Japonya) edildi ve serum ornekleri
ayrilarak -80 °C’de buzdolabinda saklandi.

3.4.1. Serum Ostradiol Seviyesinin Ol¢iimii

Ostradiol konsantrasyonlar1 “Rat Ostradiol (E2) ELISA Kit” (Cusabio Biotech
Co. Ltd., Cat No. CSB-E05110r) ticari kiti kullanilarak kompetitif inhibisyon enzim
immunoassay yontemi kullanilarak belirlendi. Kullanilan kitte mikroplate kuyucuklari,

goat-anti-rabbit antikor ile kaplanmisti. Analizde kullanilan reaktifler agagidaki gibidir

Standartlar: 0 pg/mL, 24 pg/mL, 60 pg/mL, 144 pg/mL, 240 pg/mL, 600 pg/mL
konsantrasyonlarinda 6 adet standart

Antikor: 1 adet 6 ml

HRP-konjugat: 1 adet 6 ml

Yikama soliisyonu: 15 ml yikama solusyonu (20x) distile su ile diliie edildi ve 300 ml
yikama solusyonu hazirlandi.

Substrat A: 1 adet 7 ml

Substrat B: 1 adet 7 ml

Durdurucu Solusyon: 1 adet 7 ml

3.4.2. Deneysel Islemler

Standart ve numune 6rneklerimizin her biri kendilerine ait kuyucuklara 50ul
olacak sekilde pipetlendi. Daha sonra blank hari¢ tiim kuyucuklara 50 ul Horse-Radish
peroksidaz konjugat ve 50 pl spesifik antikor eklendi. Plate iyice karistirildiktan sonra
adheziv strip ile kapatilarak +37'C’de 2 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda
plate’in her bir kuyucugu otomatik mikroplate yikayici ile aspire edildi ve 200 pl

yikama soliisyonu ile yikandi ve bu islem 3 kez tekrarlandi, plate absorbent kagit ile
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kurulandi. Daha sonra her bir kuyucuga 50 ul substrat A ve substrat B eklendi ve plate
iyice karistirildiktan sonra adheziv strip ile kapatilarak 1siktan korunarak karanlikta +37
‘C’de 15 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra her bir kuyucuga 50 ul durdurucu
soliisyon pipetlendi ve 10 dk icinde TECAN marka micro plate okuyucu kullanilarak
450 nm. dalga boyunda absorbanslar okundu.

Standart Orneklerinin her biri ¢ift calistlmistir. Yiiksek ¢ikan numuneler %2
diliisyon ile tekrar ¢aligilarak konsantrasyonlari belirlenmistir.

Sigan serum Ostradiol konsantrasyonlar1 6 adet standart degeri kullanilarak
olusturulan standart egriye gore hesaplandi ve konsantrasyonlar pg/mL olarak ifade

edildi. Ticari kitin okuma araligi1 24-600 pg/mL olarak verilmistir.

3.5. Stereolojik Islemler

Stereolojik c¢aligmalarda etkin ve tarafsiz sonuglar elde edilebilmesi igin
ornekleme stratejisi oldukca Onemlidir. Uygun Ornekleme stratejisi istenilen
parametreye daha ekonomik ve kolay bir sekilde elde edilmesini saglar. Calismada
kullanilan hayvan sayisi, kesit sayisi, kesit alanlarinin goriintiilenmesi ve ornekleme
sekli ilgili literatiir dogrultusunda gergeklestirildi (Gundersen ve @sterby, 1981;
Gundersen ve Jensen, 1987; Gundersen ve ark., 1999).

Literatiirde her grup igin 5 adet hayvan kullanilmasinin yeterli oldugu
bildirilmektedir (Cruz-Orive ve Weibel, 1990). Aymi sekilde, c¢ogu stereolojik
caligmalar i¢in her bir dokudan yaklagik 7-10 adet kesit alinmasinin yeterli oldugu
belirtilmektedir (Gundersen ve Jensen, 1987; Pakkenberg ve Gundersen, 1988;
Gundersen ve ark., 1999).

Caligma, fiziksel disektor yontemi dogrultusunda gergeklestirildiginden dolay:
her bir gruba ait bloklar ardi ardina gelen kesit ¢iftleri haline dontistiiriildii. Kesit
kalinlig1 5 pm olarak belirlendi. Bloktaki ovaryum dokusu tiikkeninceye kadar her 20. ve
21. kesit ¢iftleri lamlara alindi. Boylece kesit drnekleme fraksiyonu 1/20 oldu.

Kesit seviyesinde ornekleme stratejisi belirlendikten sonra ovaryum dokusuna
ait her bir kesitte alan 6rneklemesinin yapilmasi ve sayim gergevesinin biiyiikliigi tespit
edildi. Alan 6rnekleme sekli ve sayim gergevesi biyiikliigli yine ilgili literatiirdeki
ornekleme (Pakkenberg ve Gundersen, 1988; Gundersen ve ark., 1999) stratejileri goze

alinarak belirlenmistir. Tlgili literatiirler 15131nda kesit alanlar1 150-200 adet olacak
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sekilde orneklendi. Her bir alanda 1-2 partikiil sayilacak sekilde sayim cergevesinin
ebatlar1 ayarlandi.

Calismada kullanilan alan 6rnekleme sekli Ayas ve ark. (2012) tarafindan
gelistirilen uygulamaya gore yapildi. Kesit alanlarinin 6rneklenmesi, oosit sayimu,
follikiillerin hacim O6l¢iimii bilgisayar ortaminda gerceklestirildi. Bu islemleri yapmak
icin gorilintii yakalama kart1 (Pinnacle, Studio Movie Box Plus 710) olan bir bilgisayar
ve buna bagli bir mikroskop (Olympus BH-2, Japonya) ve kamera sisteminden
(Panasonic F10 CCD) olusan bir diizenek kullanildi (Sekil 19).

Sekil 19. Kesit orneklerinin degerlendirildigi, esdeger alanlarinin kaydedildigi ve sayimin yapildig:

mikroskop ve bilgisayar diizenegi

3.5.1. Fiziksel Disektor ve Oosit Sayimi

Fiziksel disektor kuralina gore hazirlanan ovaryuma ait preparatlarinin
goriintiileri bilgisayar monitériine aktarildi ve monitdre alan ornekleme asetati
yerlestirildi. Bu sekilde calisilacak alanlar belirlendi. Orneklenen sayim alanlari
sirastyla monitérdeki asetatin orta noktasina getirildi ve 10x objektif biiylitmesinde
gozlem kesitinin goriintlisii elde edilerek resim formatinda kaydedildi. Daha sonra
referans kesitine gecildi ve es deger alan bulunarak goriintiisii yine resim formatinda

kaydedildi. Bu islem biitiin alanlar 6rneklenene kadar tiim preparatlara uygulandi.
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Sayim iglemi bilgisayar ortaminda gergeklestirildi. Bunun igin PowerPoint®

programindan yararlanildi. Es deger alanlardan olusturulan goriintiiler bu programda
yan yana gelecek sekilde yerlestirildi. Sayim, tarafsiz sayim cercevesi (Gundersen,
1977) kurallar1 dogrultusunda gerceklestirildi. Bu kurala gore gozlem kesitinde yer alip
referans Kesitinde yer almayan oosit izdiisiimleri sayildi. Izdiisimlerden sayim
gergevesinin sol ve alt kenar1 ile bunlar1 uzantilarina diisenler sayim dis1 birakilarak sag

ve Ust kenari ile gergevenin igerisine diisen izdiisiimler sayima dahil edildi (Sekil 20).

Ovaryum sayim [Uyumluluk Modu] = Mic
zden Gegr Gorun,

Referans kesit Gozlem kesit

Sekil 20. Disektor ¢iftlerine ait esdeger alanlarin es zamanli gorintiilenip degerlendirilmesi islemi

PowerPoint® programinda gergeklestirildi.

Caligmanin etkinligini arttirmak i¢in Gundersen (1986), Pakkenberg ve
Gundersen’nin (1988) onerileri dogrultusunda disektor c¢iftleri ters ¢evrilerek de
kullanildi. Yani gozlem kesiti referans olarak alinirken, referans kesiti gozlem kesiti
olarak almmistir. Boylece yaptigimiz uygulamaya Orneklemenin bir kat1 kadar ilave
farkli alanlar eklenmis oldu. Bu sayede elde ettigimiz toplam oosit sayisina ait hata
katsayisinin disiiriilmesi saglandi.

Saymm islemi disektor-Cavalieri uygulamasi (Pakkenberg ve Gundersen 1988)
prensibine gore gerceklestirildiginden, obje yogunlugu (Ny) ile referans hacminin (Vef)
ayni kesitlerden elde edilmesi gerekmektedir. Sonug olarak ilgili kesitlerden fiziksel
disektorle hesaplanan obje yogunlugu (N,) ile, Cavalieri metodu ile yine ilgili

kesitlerden hesaplanan yapimin hacminin ¢arpilmasi sonucu toplam hiicre sayisi elde
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edilir (N = Ny X Vy¢). Bu yaklasim ile her iki deger ayni kesitten elde edildiginden
dokuda meydana gelen deformasyon toplam hiicre sayist hesaplanmasini

etkilememektedir. Boylece toplam oosit sayisi (N) su sekilde hesaplanir;
N =Ny X Vs =[2Q /tx Za (gergeve) | x [ tx k x a/p x ZP]
Pay ve payda da ayni kesitten elde edildiginden t (kesit kalinligi) degeri
sadelesir ve formiil su sekilde olur;

N=QxXPxkx a/p

a (gergeve)

3.5.2. Ovaryum ve Folikiillerin Hacim Ol¢iimii

Cavalieri yontemi dokularin ve organlarin hacimlerinin hesaplanmasi igin
kullanilan bir metottur. Preparatlarda ovaryuma ait kesitlerin goriintiisii bilgisayara
aktarildiktan sonra ovaryum hacmini (kortkes ve medulla) hesaplamak i¢in noktalar
iceren asetat sablonu bilgisayar monitoriine yerlestirildi. Korteks ve medulla {izerine
diisen tiim noktalar ayr1 ayri sayildi. Bu isleme her bir hayvandaki biitiin kesit serileri
bitene kadar devam edildi. Sayim alanlar1 sirasiyla rasgele diisiiriilen bu asetattaki her

bir nokta doku seviyesinde 90000 pm?’lik alani temsil etmektedir (sekil 21 ve 22).
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Sekil 21. Ovaryum hacmini (korteks ve medulla) hesaplamak i¢in kullanilan asetat sablonu
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Sekil 22. Noktali astetatin ovaryum kesitine uygulanmasi

Primer, sekonder ve tersiyer follikiillerin hacmini hesaplamak i¢in mikroskop

altina yerlestirilen ovaryum preparatina ait goriintii bilgisayar monitoriine aktarildi.

Monitdriin ekranina yerlestirilen nokta asetat1 ile her bir follikiil lizerine diisen nokta

ayri ayr1 sayildi (Sekil 23). Bu islem her bir hayvandaki biitiin kesit serileri bitene kadar

devam edildi. Bu degerlerin hesaplamasinda her bir noktanin temsil ettigi alan (a/p);

kontrol grubunda primer follikiil i¢in 900 umz, sekonder ve tersiyer follikiil igin 8100

pmz, ilag gruplarinda ise primer follikiil i¢in 900 ;,Lmz, sekonder ve tersiyer follikiil i¢cin

3600 ;,Lmz oldu. Hacim hesaplanmasinda su formiil kullanilds;

kxtx XP x a/p

V:

a/p, her bir noktanin doku seviyesinde karsilik geldigi alani, ‘k’ kesitler arasi

mesafeyi gosterirken ZP, kesit profiline diisen toplam nokta sayisini temsil etmektedir.
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Sekil 23. Follikiil hacimlerinin 6l¢timii i¢in noktalr asetatin uygulanmasi

3.6. Istatistiksel Analiz ve Hata Katsayisinin Bulunmasi

Gruplardan elde edilen verilerin karsilasgtirllmasinda, gruplar arasi farklilig:
degerlendirilmek i¢in varyans analiz testlerinden ANOVA kullanilmigtir. Farkli ¢ikan
verilerde ise ¢oklu karsilastirma testlerinden Tukey HSD testi kullanildi. Bu testler
uygulanmadan o6nce verilere ait normallik testi Shapiro - Wilk, homojenlik testleri
Levene ile gerceklestirilmistir.

Bununla birlikte; her bireyde SRO ile drneklenen kesitlerin yine SRO ile
belirlenmis alanlarda yapilan verilere ait hata katsayisi (CE) giincel yaklasimlarla
degerlendirildi. Bunun i¢in Gundersen ve Jensen tarafindan 1987 yilinda
gerceklestirilen ve 1999°da gozden gecirilerek yeniden diizenlenen ve onerilen formiil
(Gindersen ve ark., 1999) kullanildu.

>Qye ait hata katsayisi (CE; ortalamanin standart hatasinin XQ’ya orani),

toplam varyans (TV) karekokiiniin X£Q”’ye boliinmesi ile elde edildi;

CE(Q" top) = /Toplam Varyans/ZQ
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4. BULGULAR

Calismamizin ilk basamagi olan disi siganlarin gebe birakilmasinda herhangi
bir sorunla karsilasilmamistir. Gebe siganlarin 21. giinii civarinda dogum yaptiklari
gorildii. Yavru sicanlarda belirgin bir malformasyon gézlenmedi. Perfiizyon islemine
geemeden Once yavru sicanlarin viicut agirliklari OSlgiildii. Her bir grubun viicut
agirliklarinin ortalamasi Tablo 4’de verilmistir.

Caligma siirecinde histolojik calisma basamaklar1 ve stereolojik uygulamalarda
herhangi bir sorunla karsilasilmadi. Kesit alim1 sirasinda kesit ¢iftlerinin ayn1 preparata
alinmasi, fiziksel disektér uygulamasinin en zor basamagi olarak goriilen es deger kesit

alanlarinin bulunup 6rneklenmesi isleminin basarili gergeklestirilmesini sagladi.

Tablo 4. Gruplara ait deneklerdeki ortalama viicut agirlig1 (ortalama+SD).

GRUPLAR
Kontrol Metformin 100 Metformin 200
Viicut Agirliklar (g) 172+6,123 165,6+9,40 167,4+5,56

Gruplara ait ortalama viicut agirliklart ve standart sapmalar1 grafik halinde

asagidaki Sekil 24°de verilmistir.
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Sekil 24. Gruplara ait ortalama viicut agirliklar1 (p>0,05)
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Ortalama viicut agirliklart karsilagtirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark gézilkmemektedir (p>0,05).

4.1. Gruplardaki Deneklerin Ovaryumuna Ait Genel Yapisal Bulgular

Gruplara ait ovaryum kesitlerinde mikroskopik olarak follikiil siniflandirilmasi
asagida belirtilen 6zelliklere gore yapilmistir.

Primordial follikiil: Oositin ¢evresinde tek katli yassi hiicre ile ¢evrili olan follikiil.
Primer follikiil: Oositin ¢evresinde tek katli veya c¢ok kath kiibik hiicre ile ¢evrili olan
follikiil.

Sekonder follikiil: Oositin ¢evresinde ¢ok katli prizmatik epitel ile cevrili olan ve
granuloza hiicreleri arasinda follikiil sivis1 olarak bosluk i¢eren follikiil.

Tersiyer follikiil: Oositi ¢evreleyen granuloza hiicreleri arasindaki baglantisi
zayiflayan ve antrum hacmi en yiiksek seviyeye ulagan follikiil.

Ovaryumun genel diizeni agisindan gruplar arasinda histolojik olarak fark
gozlenmedi (Sekil 25, 26, 27). Germinal epitel olarak adlandirilan over dokusunu
cevreleyen tek katli prizmatik epitelde herhangi bir mitotik figiire rastlanmadi.
Kortekste daginik olarak yerlesmis follikiiller normal goriiniim géstermekteydi ve her
seviyeye ait follikiil bulunmaktaydi (Sekil 25B). Follikiillerde oval sekilli oositler
gozlendi. Biiylimekte olan follikiillerde oosit ve granuloza hiicre tabakasi arasinda
asodifilik karakterle gozlenen aselliiler yapida zona pellisuda bulunmaktaydi. Granuloza
hiicre tabakasi ve stroma arasinda, bag dokusunun farklilagsmasi ile olusan teka follikiilii
yine bu tip follikiilerde olusmustur (Sekil 28). Yine tiim gruplarin korteks tabakasinda
oldukg¢a biiyiik ¢apli korpus luteumlar goriildii. Korpus luteumlarda yer yer fibrotik
doku dejenerasyonu, vakuolizasyonlar ve sivi dolu kavite goriildi (Sekil 27B, 29).
Medulla kisminda bol damarlanma gozlenirken herhangi bir yapisal bozukluk
goriilmedi (Sekil 27B).
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Sekil 25. A: Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunun genel goriintiisii. Bar: 550 pm B: A’da goziiken
kareli alanin biiytitilmils hali. Korteks tabakasinda daginik olarak yerlesim gosteren farkli
follikiil tipleri goriilmektedir. Medulla bdlgesinde goriillen damarlar normal goriiniim

sergilemekteydi. Bar: 100 pm
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Sekil 26. A: Metformin 100 grubuna ait ovaryum dokusunun genel goriintiisii. Bar: 500um. B: Sekil
A’daki kareli alanin biiyitiilmiis hali. Germinal epitel (ok) altinda bulunan Tunika albuginea
(*) tabakasi. Primordial follikiiller (+) germinal epitelin hemen altinda dagilim gosterirken

diger seviyedeki follikiiller korteks tabakasinda daginik halde bulunmaktadir. Bar: 100um
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Sekil 27. A: Metformin 200 grubuna ait ovaryumun genel goriintiisii. Bar: 500 pm. B: A’daki resmin
biyiitiilmiis hali. Korpus luteumda fibrotik doku olusumu (ok). Medulla bélgesinde (M) bol

damarlanma goriilmekte. Bar: 100um
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Sekil 28. Ovaryum stromasi (OS) igerisinde yer alan, normal goriiniimlii sekonder follikiil merkezinde
acik renkli homojen sitoplazmasi ile birlikte oosit (O0) yer almakta, etrafini ise ¢ok sayida
granuloza hiicresi (GH) ¢evrelemektedir. Granuloza hiicreleri ve stroma doku arasinda, bag

dokusunun farklilagmast ile olusan teka follikiilii (TF) gériilmektedir. Bar: 100um

Sekil 29. Korpus luteumda goriilen vakuolizasyon (oklar) ve sivi dolu kavite (*) . Bar: 150 pm
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4.1.1. Oosit Sayisina Ait Bulgular

Ovaryum kesitlerinden elde edilen preparatlarda bulunan primer, sekonder,
tersiyer follikiilerdeki tiim oositler fiziksel disektor kuralina gore sayilip toplam oosit
sayist elde edilmistir. Her bir gruptaki denekler igin ayri1 ayri yapilan bu islem
sonucunda elde ettigimiz toplam oosit sayisinin hesaplanmasinda kullanilan toplam
disektor cifti, oosit sayisi ve nokta sayisina ait veriler sirasiyla Tablo 5, 6, 7’de

verilmistir.

Tablo 5. Kontrol grubuna ait deneklerden elde edilen disektor ¢ifti, oosit sayisi, nokta sayisi

Kontrol Grubu

Hayvan No Disektor cifti Sayilan oosit Nokta sayis1
1 300 118 84
2 278 208 310
3 268 138 269
4 384 166 293
5 326 120 282

Tablo 6. Metformin 100 grubuna ait deneklerden elde edilen disektor gifti, oosit sayisi, nokta sayist

Metformin 100 Grubu

Hayvan No Disektor cifti Sayilan oosit Nokta sayis1
1 210 116 129
2 324 150 298
3 256 116 314
4 248 134 314
5 262 142 126

Tablo 7. Metformin 200 grubuna ait deneklerden elde edilen disektor ¢ifti, oosit sayisi, nokta sayisi

Metformin 200 Grubu

Hayvan No Disektor cifti Sayilan oosit Nokta sayis1
1 162 92 240
2 258 122 276
3 342 82 468
4 252 154 227
5 284 122 239

56



Gruplardaki deneklerin her birinden elde edilen toplam oosit sayisi ve CE

degerleri Tablo 8’de ayr1 ayr1 goriilmektedir.

Tablo 8. Gruplara ait toplam oosit sayilari, CE degerleri

GRUPLAR
Hayvan No Kontrol CE Metformin 100 CE Metformin 200 CE
1 2379 0,09 1466 0,09 2804 0,10
2 4771 0,07 2838 0,08 2685 0,09
3 2849 0,08 2927 0,09 2308 0,11
4 2606 0,07 3990 0,08 2854 0,08
5 2135 0,09 1405 0,08 2112 0,09

Tablo 9°da ise ¢alismada kullanilan gruplara ait ortalama toplam oosit sayilart,

SD ve CE degerleri ile birlikte verilmistir.

Tablo 9. Gruplara ait ortalama toplam oosit ( N+SD) ve CE degerleri

Gruplar N CE
Kontrol 2948+1053,08 0,08
Metformin 100 2525+1093,55 0,08
Metformin 200 2553+325,96 0,09

Gruplara ait Tablo 9°da verilen degerlerin karsilastirilmas: grafikler halinde
Sekil 30°da standart sapmalart ile verilmistir.

Oosit sayisi

Gruplar

Sekil 30. Gruplara ait ortalama oosit sayis1 (p>0,05)
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Calisma sonucu elde edilen ortalama oosit sayilari karsilastirildiginda gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark ¢ikmamuistir (p>0,05).

4.1.2. Ovaryum, Korteks, Medulla Hacimlerine Ait Bulgular

Tim gruplardaki deneklerin ovaryum, Kkorteks ve medulla hacimlerine ait
veriler CE degerleriyle birlikte sirasiyla Tablo 10, 11, 12°de verilmistir (Verilen
degerler ovaryumda doku takibi esnasinda meydana gelebilecek biiziisme gdz Oniine

alinmadan hesaplanmustir).

Tablo 10. Kontrol grubuna ait ovaryum, korteks, medulla hacimleri (mm?) ve CE degerleri

Kontrol Grubu

Hayvan No Ovaryum CE Korteks CE Medulla CE
1 10,59 0,05 8,78 0,06 1,80 0,07
2 11,16 0,06 9,61 0,06 1,54 0,08
3 9,67 0,06 7,88 0,07 1,79 0,08
4 12,38 0,05 10,54 0,05 1,83 0,07
5 10,15 0,06 8,60 0,07 1,54 0,08

Tablo 11. Metformin 100 grubuna ait ovaryum, korteks, medulla hacimleri (mm?) ve CE degerleri

Metformin 100 Grubu

Hayvan No Ovaryum CE Korteks CE Medulla CE
1 4,63 0,09 3,63 0,10 0,99 0,09
2 10,71 0,06 8,24 0,07 2,46 0,06
3 11,31 0,05 10,11 0,06 1,19 0,09
4 12,92 0,05 11,23 0,06 1,69 0,08
5 4,51 0,09 3,71 0,10 0,81 0,11
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Tablo 12. Metformin 200 grubuna ait ovaryum, korteks, medulla hacimleri (mm?®) ve CE degerleri

Metformin 200 Grubu

Hayvan No Ovaryum CE Korteks CE Medulla CE
1 8,16 0,07 6,91 0,07 1,25 0,08
2 9,92 0,06 7,95 0,07 1,98 0,07
3 16,83 0,05 13,93 0,05 2,91 0,06
4 8,19 0,07 6,58 0,08 1,60 0,08
5 8,61 0,06 7,02 0,07 1,59 0,08

Tablo13’de ise calismada kullanilan gruplarin her birine ait ortalama

ovaryum, korteks, medulla hacimleri, SD ve CE degerleriyle birlikte verilmistir.

Tablo 13. Gruplara ait ortalama hacim, (ortalama hacim +SD) ve CE degerleri

GRUPLAR Ovaryum CE Korteks CE Medulla CE
Kontrol 10,79+1,04 0,06 9,09+1,02 0,06 1,70+0,14 0,07
Metformin 100  8,82+3,96 0,07 7,3843,55 0,08 1,43+0,66 0,09
Metformin 200  10,34+3,69 0,06 8,48+3,09 0,07 1,87+0,64 0,07

Gruplara ait Tablo 13°de verilen degerlerin karsilagtirilmas1 grafikler halinde

standart sapmalar ile birlikte sirasiyla Sekil 31, 32, 33°de verilmistir.
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Ovaryum hacmi (mm3)

Gruplar

Sekil 31. Gruplara ait ortalama ovaryum hacimleri (p>0,05)
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Ortalama ovaryum hacimleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark ¢ikmadi (p>0,05).

- -
o [5,]

Korteks Hacmi (mm3)
(3]

Sekil 32. Gruplara ait ortalama korteks hacimleri (p>0,05)

Gruplar

Ortalama korteks hacimleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark ¢ikmadi (p>0,05).
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Sekil 33. Gruplara ait ortalama medulla hacimleri (p>0,05)
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Ortalama medulla hacimleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark ¢ikmadi (p>0,05).

4.1.3. Follikiil Hacimlerine Ait Bulgular

Tim gruplardaki deneklere ait 151k mikroskobik kesitleri iizerinden yapilan
primer, sekonder, tersiyer follikiil hacim hesaplamalarina ait veriler CE degerleriyle
birlikte sirasiyla Tablo 14, 15, 16°da verilmistir (Verilen degerler ovaryumda doku

takibi esnasinda meydana gelebilecek biiziisme goz oniine alinmadan hesaplanmustir).

Tablo 14. Kontrol grubuna ait primer, sekonder, tersiyer follikiil hacimleri (mm®) ve CE degerleri

Kontrol Grubu

Hayvan No Primer follikiil CE Sekonder follikiil CE Tersiyer follikiil CE
hacmi hacmi hacmi

1 0,013 0,08 0,061 0,12 0,020 0,20

2 0,017 0,07 0,064 0,12 0,085 0,09

3 0,027 0,06 0,102 0,09 0,058 0,11

4 0,009 0,09 0,105 0,09 0,083 0,09

5 0,025 0,06 0,106 0,08 0,044 0,13

Tablo 15. Metformin 100 grubuna ait primer, sekonder, tersiyer folikiil hacimleri (mm?®) ve CE degerleri

Metformin 100 Grubu

Hayvan No Primer follikiil CE Sekonder follikiil CE Tersiyer follikiil CE
hacmi hacmi hacmi

1 0,021 0,07 0,074 0,07 0,050 0,09

2 0,020 0,07 0,057 0,08 0,045 0,09

3 0,016 0,08 0,060 0,08 0,032 0,11

4 0,019 0,07 0,047 0,09 0,003 0,32

5 0,008 0,02 0,051 0,09 0,032 0,11
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Tablo 16 . Metformin 200 grubuna ait primer, sekonder, tersiyer folikiil hacimleri (mm®) ve CE degerleri

Metformin 200 Grubu

Hayvan No Primer follikiil CE Sekonder follikiil CE Tersiyer follikiil CE
hacmi hacmi hacmi

1 0,016 0,08 0,048 0,08 0,008 0,21

2 0,017 0,07 0,039 0,09 0,025 0,12

3 0,021 0,06 0,097 0,06 0,003 0,32

4 0,009 0,09 0,062 0,07 0,032 0,10

5 0,009 0,09 0,071 0,07 0,034 0,11

Tablo 17°de ise her bir gruba ait ortalama toplam primer, sekonder, tersiyer

follikiil hacimleri, SD ve CE degerleriyle birlikte verilmistir.

Tablo 17. Gruplara ait ortlama follikiil hacimleri, (ortalama hacim +SD) ve CE degerleri

GRUPLAR Primer follikiil CE Sekonder follikiil CE Tersiyer folikiil CE
hacmi hacmi hacmi

Kontrol 0,018+0,008 0,07 0,087+0,022 0,10 0,058+0,027 0,13

Metfromin 100 0,017+0,005 0,08 0,058+0,010 0,08 0,032+0,018 0,14

Metformin 200 0,015+0,005 0,08 0,064+0,022 0,08 0,020+0,014 0,17

Gruplara ait Tablo 17’de verilen degerlerin karsilagtirllmasi grafikler halinde

standart sapmalar ile birlikte sirasiyla Sekil 34, 35, 36°da verilmistir.
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Sekil 34. Gruplara ait ortalama primer follikiil hacmi (p>0,05)
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Ortalama primer follikiil hacimleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05).
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Sekil 35. Gruplara ait ortalama sekonder hacmi (p>0,05)

Gruplar

Ortalama sekonder follikiil hacimleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05).

Sekil 36. Gruplara ait ortalama tersiyer hacmi (*p<0,05)
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Metformin 200 grubunun ortalama tersiyer follikiil hacmi, kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir azalma gosterdi (p<0,05). Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak
bir fark gozlenmedi (p>0,05).

4.2. Gruplardaki Deneklerin Uterusuna Ait Genel Yapisal Bulgular

Tim gruplarda uterusun tek kath silyali prizmatik epitelle doseli oldugu
gozlendi. Yer yer mukoid tabakada goriilmekteydi. Endometriyal epitel ve bezlerde
mitotik figiirlere rastlandi. Endometriyumda bol damarlanma ve 16kosit infiltrasyonu
tim gruplarda benzer yogunlukta gozlendi. Uterusun tabakalarindan olan
miyometriyumda herhangi bir yapisal bozukluk goriilmedi (Sekil 37).

=

Sekil 37. A: Kontrol grubuna ait uterus goriintiisii. Bar: 500 pm. B: A’da goziiken kareli alanin
biiyiitiilmiis goriintiisii. Uterus bezlerinde ve endometriyal epitelde goriilen mitotik figiirler
(oklar). Endometriyal epitelde gozlenen mukoid tabaka (ok basi). Lokosit infiltrasyonunun

gozlendigi endometriyum tabakasi (*) . Bar: 100 pm
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4.2.1. Endometriyum Kalinhklarina Ait Bulgular
Gruplardaki her bir denekten elde edilen endometriyum kalinliklart Tablo

18’de verilmistir.

Tablo 18. Gruplara ait endometriyum kalinliklar1 (um)

GRUPLAR
Hayvan No Kontrol Metformin 100 Metformin 200
1 324 333 293
2 388 382 221
3 476 372 372
4 441 311 300
5 387 250 272

Tablo 19°da ise gruplara ait ortalama endometriyum kalinliklar1 verilmistir.

Tablo 19. Gruplara ait ortalama endometriyum kalinliklari (um) ve £SD degerleri

Gruplar

Kontrol Metformin 100 Metformin 200

403,2+58,03 329,6+53,00 291,6+54,55

Gruplara ait Tablo 19°da verilen degerlerin karsilagtirilmas: grafik halinde

standart sapmasi ile birlikte Sekil 38’de verilmistir.

g

&

g

g

2

Gruplar

Endometriyum Kalinhgi (um)

Sekil 38. Gruplara ait ortalama endometriyum kalinliklar1 (*p<0,05)

65



Ortalama endometriyum kalinligina bakimindan Metformin 200 grubunda,
Kontrol grubuna gore anlamli derecede azalma gozlendi (p<0,05). Diger gruplar
arasinda anlamli bir fark gozlenmedi (p>0,05).

Gruplardaki her bir denegin endometriyal epitel kalinliklar1 ve ortalama epitel

kalinliklart sirasiyla Tablo 20 ve 21°de verilmistir.

Tablo 20. Gruplara ait endometriyal epitel kalinliklar1 (pm)

GRUPLAR
Hayvan No Kontrol Metformin 100 Metformin 200
1 23 25 21
2 22 23 23
3 30 21 22
4 28 21 30
5 26 20 23

Tablo 21. Gruplara ait ortalama epitel kalinligi (um) ve £ SD

Gruplar Kontrol Metformin 100 Metformin 200

25,8+3,35 22+2,00 23,8+3,56

Gruplara ait Tablo 21°de verilen degerlerin karsilagtirilmasi grafik halinde

standart sapmalari ile birlikte Sekil 39°da verilmistir.
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Sekil 39. Gruplara ait ortalama epitel kalinhig1 (p>0,05)

Ortalama epitel kalinligi bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05).
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4.3. Biyokimyasal Bulgular
Calismamizda disi siganlardan alinan kanlardan biyokimyasal analiz sonucu
Olclilen gruplara ait ostradiol seviyeleri, ortalama Ostradiol seviyeleri ve +£ SD degerileri

sirasiyla Tablo 22, 23’de verilmektedi.

Tablo 22 . Gruplara ait ostradiol seviyeleri (pg/mL)

GRUPLAR
Hayvan No Kontrol Metformin 100 Metformin 200
! 143,81 105,85 109,53
2 153,44 120,70 30,57
3 133,79 127,01 85,18
4 138,50 107,07 94,60
5 126,03 138,67 91,53

Tablo 23. Gruplara ait ortalama 6strodiol seviyeleri (pg/mL) ve +SD degerleri.

Gruplar Kontrol Metformin 100 Metformin 200

Ortalama ostradiol 139,11£10,33 119,86+13,83 82,28+30,25

Gruplara ait Tablo 23’°de verilen degerlerin karsilastirilmasi standart sapmalari

ile birlikte Sekil 40°da grafik halinde verilmistir.
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Sekil 40. Gruplara ait ortalama 6stradiol degerleri (*p<0,05)
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Ortalama ostradiol seviyeleri agisindan Metformin 200 grubunda, Kontrol
grubuna gore anlamli derecede azalma goézlendi (p<0,05). Diger gruplar arasinda

anlamli bir fark gozlenmedi (p>0,05).
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5. TARTISMA

T2D ve PKOS’lu hastalarin tedavisinde metformin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Her iki hastalikta da insiilin direncine bagli olarak meydana gelen
hiperinsiilineminin sonuglarindan bir tanesi de ovulasyon bozuklugudur (Sabatini ve
ark., 2011). Ayrica bu durum endometriyum fonksiyonlarini ve endometriyum g¢evresini
olumsuz etkilemektedir. Hiperinsiilinemi, SHGB seviyesini azaltarak serbest Ostrojen
seviyesini yiikseltmekte, ayrica insiilin endometriyum hiicrelerindeki insiilin
reseptOrlerine baglanarak endometriyal proliferasyona neden olmakta ve bu durum
endometriyum kanser riskinin arttirmaktadir. Endometriyumun olumsuz yonde
etkilendigi diger bir durum ise yiiksek androjen seviyesidir. PKOS’lu bayanlarin biiyiik
bir kisminda goriilen asirt androjen iiretimi endometriyal hiicrelerin biiyiimesini ve
salgisini inhibe etmektedir. Bu durum PKOS’Iu bayanlarda endometriyum kanserine,
endometriyozise neden olmaktadir (Elia ve ark., 2009).

PKOS, iireme cagindaki bayanlarin yaklagik %5-7’sinde goriilmektedir
(Sabatani ve ark., 2011). Bu bayanlar saglikli bayanlara gore gebelik boyunca erken
gebelik kaybi ve gebelik diyabeti gibi sorunlar yasamaktadirlar. PKOS’lular da gebelik
boyunca metformin kullanilarak yapilan calismalarda, metforminin erken gebelik
kaybim1 ve gebelik diyabetini Onledigi gosterilmistir. Ayrica diisiik oranlarinin
azalmasinda ve fetal bliylime kisithigimin 6nlenmesinde yararli oldugu goriilmiistiir
(Kumar ve Khan, 2012). Bu nedenle hem diyabetik hem de PKOS’lu bayanlarda
metformin, gebelik oncesi ve gebelikte tedavi edici ajan olarak tercih edilmektedir
(Simmons, 2010). Yine PKOS’lu bayanlarda yapilan ¢alismalarda metforminin
ovaryum hacmini azalttifi, oosit sayisimi arttirdigi goézlenmistir. Bu hastalarda
metformin kullanim1 menstruasyonu diizenledigi, ovulasyon oranini arttirdigi, androjen
seviyesini dusiirdligli  gorilmiistiir. Metforminin endometriyumun kalin oldugu
olgularda bu kalinlig1 azalttig1 bildirilmistir. Bu olgularin ortak noktas: yiiksek Ostrojen
seviyelerinin bulunmasidir ve ortak tedavi yontemi Gstrojen seviyesinin diistiriilmesidir
(Kumar ve Khan, 2012; Lautatiz ve ark., 2013).

Ostrojenlerin kadin iireme sistemi {izerinde énemli yapisal ve islevsel etkileri
bulunmaktadir. En Onemli fonksiyonlari, hiicre ¢ogalmasimi arttirarak cinsiyet
organlarmin, iireme ile ilgili diger dokularin gelisimini ve biiylimesini saglamak,

sekonder cinsiyet karakterlerini gelistirmek ve menstruasyonu baslatarak diizenli
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sekilde devam ettirmesini saglamaktadir. Ergenlik doneminde sentez ve salinimi, i¢ ve
dis genital organlarin biliyliyerek gelismesine neden olmaktadirlar. Ayrica
endometriyumda da c¢ogalmayr uyararak bag dokunun, kan damarlarinin ve salgi
bezlerinin artisin1 saglamaktadirlar. Gebe olmayan bayanlarda Ostrojenlerin biiyiik bir
kism1 ovaryumlarda, geri kalan kismi ise perifal dokularda sentezlenmektedir. Gebe
bayanlarda ise ovaryumlarda minimal diizeyde sentezlenirken, fetal dokular Gstrojenin
ana kaynagi haline gelmektedir. Fetaplasental dokunun normal fizyolojik fonksiyonu
geregi, Ostradiol daha fazla miktarda sentezlenmektedir (Tiirkdéz ve Cilek, 2011).
Ostrojen, oositin fertilizasyonunda ve embriyo gelisiminde gereklidir. Gebelik boyunca
gelisen fetlis icin gerekli olan uterin ortamin devamliligina yardimet olur (Bonderssan
ve ark., 2014). Metforminin kullanilmasinin, dstrojen iiretimi iizerindeki etkileri goze
alindiginda, (ayrica bakiniz ‘Giris’ sayfasi 1), gebelik esnasinda yavruya nasil bir etki
gosterecegi arastirilmasit gereken durumlardan birisidir.

Serum oOstrojen seviyesi follikiil boyutundaki biliylime ve granuloza hiicre
sayisindaki artiga bagli olarak yiikselmektedir. Soyle ki; siklus baslangicinda preantral
follikiillerdeki granuloza hiicrelerinde FSH reseptorleri FSH nin etkisiyle artmaktadir.
Ayni1 zamanda LHnin etkisiyle teka hiicrelerinden androjenler tiretilmekte ve granuloza
hiicrelerindeki aromataz aktivitesi ile Ostradiole ¢evrilmektedirler. Artan FSH ve
Ostradiol etkisiyle granuloza hiicreleri prolifere olmakta ve antral follikiil sekillenerek
gelisen follikiil biiylimesini siirdiirmektedir. Follikiiliin biliylimeye devam etmesi ve
Ostradiol ile inhibin B salgilamasi FSH salinimi baskilanmasina neden olmaktadir.
Yiiksek diizeydeki ostradioliin ardindan LH si¢cramasiyla ovulasyon gerceklesmektedir.
Metformin follikiil biiyiimesine dogrudan veya dolayli olarak etki etmektedir. Aromataz
aktivitesi ve granuloza hiicrelerindeki LH ve FSH reseptor olusumu iizerine muhtemel
inhibisyon etkisi ve ayrica AMPK aktivasyonu araciligiyla streoid sentezini azaltmasi
bu etkileri arasindadir (Franks ve ark.,1999; Mansfield ve ark., 2003; Rice ve ark.,
2005; Hawthorne, 2006; Takemura ve ark., 2006; Rice ve ark., 2013). Bunun sonucunda
Ostradiol saliniminda diisiis ve granuloza hiicre sayisinda da azalma olmasi beklenir.
Yaptigimiz ¢alismada da bu etki gozlemlenmis, kontrol grubuna gore diger ¢alisma
gruplarinda ostradiol seviyesi diismiis, bu diisiis yliksek doz uygulanan grupta anlamh
seviyede cikmistir (p<0,05). Ayrica benzer etki tersiyer follikiil hacminde de

goriilmiistiir metforminin yiiksek doz uygulandig1 grupta kontrol grubuna gore anlamli
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bir diislis gozlenmistir (p<0,05). Bu durumun muhtemelen yavru sigcanlarin over
rezervindeki mevcut follikiilerin olusumu ve gelisimi esnasinda gonadotropin
reseptorlein etkilenmesiyle ilgili olabilecegi ileri siirtilmiistiir (Rice ve ark., 2005)

Bonderssan ve ark.’nin (2014) maymunlarda aromataz inhibitorleri kullanilarak
yapmis oldugu c¢alismada, aromataz inhibitdrii verilen grupta ciddi Ostrojen eksikligi
goriilmiis ve primordial follikiil sayis1 kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik
cikmistir. Bununla birlikte primer follikiil sayis1 deney grubuna goére daha yiiksek
oldugu goriilmiis ve bunu FSH’1n etkisine baglamislardir. Yine ayn1 calismada Gstrojen
yoklugunda follikiiler de bol granuloza hiicreleri gézlenmis, antrum ve korpus luteumun
olugmadig1 goriilmiistiir.

Sunulan bu ¢alismada toplam oosit sayist da karsilastirilmistir. Gruplar
arasinda bu parametre i¢in anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05). Bu durum ayni
zamanda kullanilan etken maddenin intrauterin déonemde yumurta olusumu ve gelisimi
tizerine toksik bir etkisinin olmadigi fikrini verebilmektedir. Bu parametre bakimindan
diger calismalarla dogrudan karsilastirma yapma imkani olmamistir. Yukarida
bahsedildigi iizere, literatiire bakildiginda yapilan calismalarin deneysel olarak
olusturulan modeller iizerinde yapildigi ve dogrudan yetigkinlere uygulanip
degerlendirildigi goriilmektedir. Nitekim Sabatini ve ark. (2011), metforminin oosit
sayisina etkisini incelemek i¢in PKOS modeli olusturulmus mutant murin siganlarda
calismisglardir. Tedavi grubuna 7 hafta boyunca her giin oral yolla 0,1 mg/ml metformin
verilmistir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda olgun oosit sayisinin 1,77 kat, toplam
oosit sayisinin ise 1,51 kat arttigi gozlenmistir. Follikiil ve oosit sayisinin
degerlendirildigi bir bagka calismada Stadtmauer ve ark. (2001) tarafindan yapilmistir.
PKOS’lu bayanlara giinde iki kere 500 mg metformin IVF sikluslarinin basinda
uygulamaya baslanmis ve gebelik testi zamanma kadar verilmistir. U¢ ay boyunca
uygulanan tedavi sonucunda metformin kullanan bayanlarda, kullanmayanlara gore
follikiil sayis1 dnemli derecede diismiis, olgun oosit sayisi ise artig gostermistir.

Oosit sayisinin yani sira calismamizda ovaryum ile korteks ve medulla
hacimleri de degerlendirilmis, bu parametreler acisindan kontrol ve deney gruplari
arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,05). Tersiyer follikiil hacminde ¢ikan
fark, korteks ve ovaryum hacimlerini etkilemedigi goriilmemektedir. Bu sonug

muhtemelen, toplam tersiyer follikiil hacminin nispi olarak kortekste dolayisiyla
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ovaryumda daha az yer tutmasindan kaynaklanabilir. Bu parametreler agisindan da yine
dogrudan karsilagtirma yapabilecegimiz bir c¢alismaya rastlanmadi. Calisma yine
yetigkinlerle sinirli kalmistir. Over hacmi agisindan PKOS’lu hastalarda metforminin
faydalarmi ortaya koyan calismalar mevcuttur. Sanoee ve ark.’min (2011) PKOS’lu
bayanlara giinde {i¢ kez 500 mg metformin 3 ay boyunca uygulanmistir. Ugiincii aymn
sonunda ovaryum hacimlerinde kontrol grubuna gore Onemli derecede azalma
gbzlemlemislerdir. Yine ovaryum hacminin degerlendirildigi baska bir ¢alisma Falbo ve
ark. (2009) tarafindan PKOS’lu hastalarda yapilmistir. Hastalarin bir kismina 6 ay
boyunca giinde iki tablet (her bir tablet 850 mg) metformin verilmis. Calismanin
sonunda metformin uygulanan grubun ovaryum hacmi, tedavi edilmeyen gruba gore
onemli Olgiide azalmistir (p<0,05).

Yapilan calisma  endometriyum  ve  epitel  kalinligi  agisindan
degerlendirildiginde, yavru sicanlarda endometriyal epitel kalinliklar1 bakimindan
gruplar arasinda fark ¢ikmamistir (p>0,05). Fakat endometriyum kalinligir agisindan
kontrol grubuna gore yiiksek doz metformin (200 mg/kg) uygulanan grupta anlaml
olarak azalma goézlenmistir (p<0,05). Endometriyumun menstriiasyon sonrasi tekrar
sekillenip kalinlasmasi Ostradioliin etkisiyle gegeklesmektedir. ilgili gruplarin serum
Ostradiol seviyelerine baktigimizda benzer fark bu parametrede de ortaya ¢ikmustir.
Dolayisiyla diigiik 0Ostradiol seviyesinin 1ilgili grupta endometriyumun yeterince
kalinlagsmasin1  saglayamamasi1 beklenen bir durumdur. Literatiirde uterusun
degerlendirildigi  ¢alismalar  cogunlukla  yetiskinlerde  gerceklestirilmis  ve
endometriyozis, endometriyal hiperplazi, PKOS gibi hastaliklar iizerine yapilmistir. Bu
hastaliklarda goriilen degisken Ostrojen seviyesinin metformin ile diizenlendigi ve
artmis veya azalmig endometriyum kalinliginin diizeldigi belirtilmistir. Oner ve ark.’ nin
(2011), yetiskin siganlarda endometriyozis modeli olusturarak yaptiklar1 ¢alismada,
metformin 4 hafta boyunca 100 ve 200 mg/kg/giin doz seklinde verilerek endometriyum
kalinliklarini da degerlendirilmislerdir. Calismamizdaki doz oranlariyla da ortiisen bu
calismada, endometriyum kalinligt metformin verilen gruplarda kontrol grubuna gore
anlamli olarak ince bulunmustur.

Mahamed ve ark. (2011) testosteron vererek androjenize ettikleri yavru disi
siganlar1 metformin ile tedavi ettikten sonra endometriyum ve endometriyal epitel

kalinliklar1 bakimindan degerlendirmislerdir. Metformin grubuna 6 hafta boyunca 50
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mg/kg metformin gavaj yoluyla verilmistir. Endometriyum kalinlig1 bakimindan deney
grubunda anlamli bir azalma oldugunu tespit etmislerdir.

Endometriyal ve endometriyal epitel kalinliginin degerlendirildigi baska bir
calismada yine si¢anlar {izerinde yapilmistir (Tas, 2012). Siganlar, Ostrodiol grubu,
Ostrodiol + metformin grubu ve kontrol grubu olarak tige ayrilmistir. En kalin
endometriyum ve epitel dstrodiol grubunda gozlenmistir. Ostrodiol + metformin
grubunda endometriyum kalinli§i kontrol grubuna goére anlamli olarak ince ¢ikarken,
epitel kalinliklar1 arasinda anlamli fark bulunmamistir. Bu calismada da, bizim
calismamizda oldugu gibi, diisiik Ostrojen seviyesinin endometriyum kalnligim
olumsuz yonde etkiledigi goriilmektedir.

Metforminin endometriyal kalinlig1 etkilemedigi calismalarda ortaya
konmustur. Bayrak ve ark. (2007), PKOS’lu bayanlara 1 hafta boyunca bir kez 850
mg/glin metformin oral yolla vermiglerdir. Endometriyal kalinlik bakimindan anlaml
bir fark ortaya ¢ikmamustir. Palamba ve ark.’nin (2006) yaptigi ¢calismada yine PKOS’lu
bayanlara 6 ay boyunca 2 kez olmak {izere 850 mg/giin metformin verilmistir.

Tedavinin sonunda endometriyum kalinliklarinda anlamli bir degisiklik gézlenmemistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sunulan calismada intrauterin donemde gebe siganlara farkli dozda uygulanan
metforminin yavru siganlarin ovaryum ve uterusuna olan etkisi stereolojik metodlar
kullanilarak degerlendirildi. Bunlarin yani sira yavru siganlarin kan 6rneklerinden
serum Ostradiol seviyeleri biyokimyasal analiz ile olciildii ve viicut agirliklar

degerlendirildi.

Yavru si¢anlarin dig goriiniislerinde ve i¢ organlarinda belirgin bir malformasyona
rastlanmamistir ve viicut agirliklar1 bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark ¢itkmamistir (p>0,05).

Stereolojik analizler sonuglarinda gore; oosit sayisi, ovaryum, korteks, medulla
hacimlerinde, primer, sckonder follikill hacimlerinde, endometriyal epitel
kalinliginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamazken
(p>0,05), tersiyer follikiill hacmi ve endometriyum epitel kalinligi bakimindan
Metformin 200 grubu, Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma

gbzlenmistir (p<0,05).

Ostradiol seviyesi acisindan ise Metformin 200 grubunda, Kontrol grubuna gére
istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanirken (p<0,05), diger gruplar arasinda

anlamli bir fark bulunamamaistir (p>0,05).

Literatiirde ortaya konuldugu gibi diisik doz metforminin gebelikte kullaniminin
giivenli oldugu bu calismada da gézlenmistir. Ancak sunulan ¢aligmada yiiksek doz
metformin kullanimina bagl olarak yavrularda ortaya ¢ikan endometriyum incelmesi
ve olgun follikiil hacmindeki azalmanin etkileri degerlendirilmelidir. Bu durumun
olast etkilerini ortaya koymak gerekebilir. Bunun i¢cin bu doza maruz kalan

yavrulardan yeni gebe gruplari igeren ¢aligsmalara ihtiyac¢ duyulabilir.

74



KAYNAKLAR

Arguad D, Roth H, Wiernsperger N, Leverve XM. Metformin decreases
gluconeogenesis by enchancing the pyruvate kinase flux in isolated rat
hepatocytes. Eur J Biochem. 1993;213(3):1341-1348.

Ayas B, Korkmaz A, Giirgor PN. Cost-Effective and effecient approaches for applying
stereological methods. NeuroQuantology. 2012;1:98-106.

Bailey CJ, Day C. Metformin: its botanical background. Practical Diabetes Int.
2004;21(3):115-117.

Bayrak A, Terbell H, Urtwitz-Lane R, Mor E, Stanczyk FZ, Paulson J. Acute effects of
metformin therapy include improvement of insiilin resistance and ovarian
morphology. Fertil Steril. 2007;87(4):870-875.

Ben Sahra I, Marchand-Brustel LE, Tanti JF, Bost F. Metformin in cancer therapy: a
new perspective for an old antidiabetic drug. Mol Cancer Ther. 2010;9(5):1092-
1099.

Berkan D. Gebelikte kullanilan ilaglarin fotal ve neonatal zararlari. Tiirkiye Klinikleri
Temel Tip Bilimleri. 1990;10(3):173-177.

Bondesson M, Hao R, Lin CY, Williams C, Gustaffsson JA. Estrogen receptor
signaling drung vertebrate development. Bioc him Biophys Acta.2014;10(4):2-6.

Ceviz C. Dis hekimliginde siklikla kullanilan ilaglarin gebelik iizerine etkileri. Ege
Univeristesi Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji Anabilim Dali, izmir, Bitirme
Tezi. 2008:17.

Cruz-Orive LM, Weibel ER. Recent stereological methots for cells biogloy: A brief
survey. J Am Phsysiol. 1990;258:148-156.

Dee Leo V, Marca A, Petraglia F. Insulin-lowerning agents in the magnagement of
polycystic ovary sendrome. Endocr Rev. 2003;24:633-667.

Diamenti-Kandarakis E, Christakou CD, Kandaraki E, Economou FN. Metformin: an

old medication of new fashion: evolving new molecular mechanisms and clinical
implications in polycystic ovary syndrome. Eur J Endocrinol. 2010;162:193-212.

75



Diizova H, Emre MH. Menstriiel siklus fizyolojisi Celik O. Editér, Yardimc1 Ureme
Teknikleri. 1. Baski, Adana, Adana Nobel Tip Kitabevi. 2011;31-56.

Elbert BL, Firdi JD, Ratcliffe PJ. Hypoxia and mitochondrial inhibitors regalute
expression of glucose transporter-via distina Cis-acting sequences. J Bid Chem.
1995;270:29083-29089.

Elia E, Quintana R, Carrere C, Bazzano MV, Rey-Valzacchi G, Paz DA. Metformin
decreases the incidence of ovarian hyperstimulation syndrome: an experimental
study. J Ovarian Res. 2013;6(1):6-62.

Elia EM, Belgorosky D, Faut M, Vighi S, Pustrovrh C, Luigi D, Mott A. The effects of
metformin on uterine tissue of hperandrogenezid BALB/c mice. Mol Hum
Reprod. 2009;7:421-432.

Elnashar AM. The role metformin in ovulation induction: Current status. Middle East
Society Journal. 2011;6:175-181.

Erkekoglu P, Giray B, Sahin G. Hamilelik ve laktasyon doneminde antiobezitik ilag
kullaniminin toksikolojik acidan degerlendirilmesi. Hacettepe Tip Derg. 2008;
39:121-133.

Esrefoglu M. Disi Ureme. Ozel Histoloji. 1. Baski, Malatya, Medipres Matbaacilik.
2009;219-246.

Falbo A, Orio F, Venturella R, Rania E, Materazzo C, Tolino A, Zullo F, Palomba S.
Does metformin affect ovarian morphology in patients with polycystic ovary
syndrome? A retrospective cross-sectional preliminary analysis. J Ovarian Res.
2009;31:2-5.

Franks S, Gilling-Smith C, Watson H, Willis D. Insulin action in the normal and
polycystic ovary. Endocrinol Metab Clin North Am. 1999;28:361-378.

Geinisman Y, Gundersen HJG, Van Der Zee E, West MJ. Unbiased stereological
estimation of the total number of synapses in a brain region. J Neuoro
Endocrinol. 1996;25:805-8109.

Genazzan1 AD, Ricchier1 F, Prat1 A, Chierchia E, Rattighier1 E, Bosco G, Despin1 G,
Campedellt A, Farmetti A, Santagn1 S. PCOS and metformin: from
pharmacology to clinical use for women’s health. Arhives of Perinatal Medicine.
2012;18(1):27-36.

76



Goldman J, Murr AS, Cooper R. The rodent estrous cycle: Characterization of vaginal
cytolog and 1ts utility in toxicology studies. Birth Defects Res B Dev Reprod
Toxicol. 2007;80:84-97.

Glueck CJ, Wang P, Fontaine RN, Sieve-Smith L, Tracy T, Moore SK. Plasminogen
activator inhibitor activity: an independet risk factor for the high miscarriage rate
during pregnancy in women with polycystic ovary sendrome. Metabolism. 1999;
48:1589-1595.

Gundersen HJG. Notes on the estimation of the numerical density of arbitrary profiles:
The edge effects. J Microcs. 1977;111:219-223.

Gundersen, HJG. Estimators of the number of objects per area unbiased by edge effects.
Microscopica Acta. 1978;81:107-117.

Gundersen HJG, Osterby R. Optimizing sampling efficiency of stereological studies in
biology: or ‘Do more less well !’. J Microsc. 1981;121:65-73.

Gundersen HJG, Bagger P, Bentsen TF; Evans SM, Korbo L, Marcussen N, Moller A,
Nielsen K, Nyengaard JR, Pakkenberg B, Sorensen FB, Vesterby A, West MJ.
The new stereological tools: disector, fractionator and point-sampled intercepts
and their use in pathological research. APMIS. 1998b;96:857-881.

Gundersen HJG, Bendtsen TF, Korbo L, Marcussen N, Moller A, Nielsen K, Nyengaard
JR, Pakkerbeng B, Sorensen FB, Vesterby A, West MJ. APMIS. 1998a;96:379-
394.

Gundersen HJG, Jensen EBV. The efficiency of systematic sampling in stereogoly and
its prediction. J Microcs. 1987;147:229-263.

Gundersen HJG, Jensen EBV, Kieu K, Nielsen J. The efficiency of systematic sampling
in stereogoly-reconsidered. J Micros. 1999;193:199-211.

Giilag E. Postmenopozaldiabetik hastalarda insiilin ve metforminin endometriyal
kalinhik, IGF1 ve IGF1 reseptor diizeyi iizerine etkilerinin karsilastirlmasi.
Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dal,
Kayseri, Tipta Uzmanlik Tezi, 2012;4-27.

Harmanci A, Giirlek A. Eski ilag, eski ve yeni kullanimlari: Metformin. Dahili Tip
Bilim Derg. 2005;12(1):29-37.

77



Hawthorne G. Metformin use and diabetic pregnancy has its time come. Diabet Med.
2006;23:223-227.

Helmunt E, Damm P, Molsted-Pedersen L. Oral hypoglycaemic agents in 118 diabetic
pregnancies. Diabet Med. 2000;17:507-511.

Howard CV, Reed MG. Unbiased Stereogoly: Three dimensional measurement in
microscopy. U.K. Bios Scientific Publishers. 1998.

Inzucchi SE. Diabetes mellitusun siniflanrilmasi ve tanimi. Demiriz I, Demiriz B.
Editor, Diabetes Mellitus El Kitab1 (ceviri), 6. Baski, Istanbul, Nobel Tip
Kitabevleri. 2009:1-14.

Jakubowicz DJ, Seppala M, Jakubowicz S, Rodriquez-Armas O, Rivas-Santiago A,
Koistinen R, Nestler JE. Insulin reduction with metformin increases luteal phase
serum gylcodelin and insiilin-like growth factor-binding protein 1 concentations
and enhances uterine vascularity and blood flow in the polycystic ovary
syndrome. J Clin Endocrinol Metab. 2001;86:1126-1133.

Junquerra LC, Carneiro J. Disi lireme sistemi. Aytekin Y, Solakoglu S. Editdr, Temel
Histoloji (¢eviri)’de, Ankara, Nobel Tip Kitabevleri, 2006;449-458.

Kaya H, Desdicioglu R. Polikistik over sendromu. Cicek MN, Akyiirek C, Celik C.
Haberal A. Editér, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Bilgisi, 3. Baski, Atlas
Kitapeilik. 2012;1701-1735.

Kirpicnikov D, McFarlane SlI, Sower JR. Metformin: An update. Ann Intern Med. 2002;
137:23-33.

Korkmaz A, Ayas B, Cift¢i N. Fiziksel disektor ¢iftlerinin goriintii yakalama karti ile
goriintiilenmesi: Etkin ve ekonomik yeni bir stereolojik uygulama. VI. Ulusal
Histoloji-Embriyoloji Kongresi, Bildiri Ozetleri. 2002.

Kumar P, Khan K. Effects of metformin use in pregnant patients with polycstic ovary
sendrome. J Hum Repord Sci. 2012;5(2):166-1609.

Lautatzis ME, Goulis DG, Vrontakis M. Efficacy and safety of metformin during

pregnancy in women with gestational diabetes mellitus of polycystic ovary
syndorme: A systematic rewiew. Metabolism. 2013;62:1522-1534.

78



Lergo RS, Zaino RJ, Demers LM, Kunselman AR, Gnatuk CL, Willams NI, Dodson
WC. The effects of metformin and rosiglitazone, alone and in combination, on
the ovaryan endometrium in polycystic ovary sendrome. Am J Obsest Gynecol.
2007;196(4):402.

Lilja AE, Mathiesen ER. Polycstic ovary syndrome and metformin in pregnancy. Acta
Obstet Gynecol. 2006;85:861-868.

Liu KE, Tataryn 1V, Sagle M. Use of metformin for ovulation induction in women who

have polycstic ovary sendrome with of without evidence of insiilin resitance. J
Obstet Gynaecol Can. 2006;28(7):595-599.

Mahamed RR, Maganhin CC, Simoes MJ, Baracat EC, Soares JM. Effects of metformin
on the repructive system of androgenized female rats. Fertil Steril.
2011;95:1507-1509.

Mahmood K, Naeem M, Rahimnajjad N. Metformin: The hidden chronicles of a magic
durg. Eur J Intern Med. 2013;24:20-26.

Mansfield R, Galea R, Brincat M, Hole D, Mason H. Metformin has direct on human
ovarian steroidogenesis. Fertil Steril. 2003;79(4):956-62.

Martin-Castillo B, Vazquez-Martin A, Oliveras Ferraos C, Menendez JA. Metformin
and cancer. Cell Cyle. 2010;9:1057-1064.

Mather KJ, Verna S, Andersan TJ. Improved endothelial function with metformin in
type 2 diabetes mellitus. J Am Coll Cardiol. 2001;37:1344-1350.

Miilazimoglu SB, ide T, Aslan S. Ratlarda iireme. Yiicel O. Editdr, Kiiciik Deney
Hayvanlarinda Rat. 1. Baski, Ankara. 2012;39-44.

Nestler JE, Jakubowicz DJ. Decrease in ovarian cytochrome P450c17 alpha activity and

serum free testosterone after reduction of insiilin secretion in polycystic ovary
syndrome. N Engl J Med. 1996;335:617-625.

Nicholson W, Bolen S, Witkop CT, Neale D, Wilson L, Bass E. Benefit sandrisks of
oral diabetes agents compared with insiilin in women with gestational diabetes: a
systematic review. Obstet Gynecol. 2009;113(1)193-205

Oner G, Ozcelik B, Ozgun MT, Serin IS, Ozturk F, Basbug M. The effects of metformin

and letrozole on endometriosis and comparison of the treatment agents in a rat
model. Hum Repord. 2010;25:932-937.

79



Oner G, Ozgelik B, Ozgun MT, Ozturk F. The effects of metformin and letrozole on
endometrium and ovary in a rat model. Gynecol Endocrinol. 2011;27(12)1084-
1086.

Ozsan M. Polikistik over sendromlu hastalarda metformin ve roziglitazonun tek
baslarina ve birlikte kullanimlarinin androjenleri insiilin direnci ve endotel

difonksiyonu iizerinde etkileri, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklari
Anabilim Dal1, Kayseri, Tipta Uzmanlik Tezi, 2011;18.

Pakkenberg B, Gundersen HJG. Total numbers of neurons and glial cells in human
brain nuclei estimated by disector and franctionator. J Microsc. 1988;150:1-20.

Palamba S, Russo T; Orijo F, Falbo A, Manguso F, Casscella T, TOlino A, Carmina E,
Colao A, Zullo F. Uterine effects of metformin administration in anovulatry
women with polycystic ovary syndrome. Human Repruction. 2006;21(2):467-
465.

Rena G, Person ER, Sakamota K. Molecular mechanism of action of metformin: old or
new insights? Diabetologia. 2013;56:1898-1906.

Rice S, Elia A, Jawad Z, Pellatt L, Masson HD. Metformin inhibits follicle- stimulating
hormone (FSH) action in human granulosa cells: Revelence to Polycystic ovary
syndrome. J Clin Endocrin Metab. 2013;98(9):1491-1500.

Rice S, Pellatt L, Ramanthan K, Whitehead SA, Mason HD. Metformin inhibits
aromatase in via an extracellular signal-regulated kinase-mediated pathway.
Endocrinology. 2009;150:4749-4801.

Ross HM, Pawline W. Histology: A Text and Atlas 6. Ed. Lippincott Wiliams &
Wilkins, Philadelphia, USA. 2011;831:853.

Rowan JA, Hauge WH, Gao W, Battin MR, Moore MP. Metformin versus insiilin for
the treatment of gestastional diabetes. N Engl J Med. 2008;358:2003-15.

Sabatani ME, Guo L, Lynch M, Doyle JO, Lee H, Rudea B, Styer AK. Metformin
therapy in a hperagrogenic anovulatory mutnat murine model with polycystic
ovarian syndrome characteristics improves oocyte maturity during
superovulation. J Ovarian Res. 2011;4(8):1-9.

80



Sanoee FM, Neghab N, Rabiee S, Amin |I. Metformin therapy decreases
hyperandrogenism and ovarian volume in women with polycystic ovary
syndrome. J Med Sci. 2011;36(2):91-94.

Scheen AJ. Clinical pharmacokinetics of metformin. Clin Pharmacokinet. 1996;30:359-
371

Simmons D. Metformin treatment for Type 2 diabetes in pregnancy? Best Pratice &
Researc Clinical Endocrinology & Metabolism. 2010;24:625-634.

Stadtmauer LA, Toma SK, Riehl RM, Talbert LM. Metformin treatment of patitents
with polycystic ovary syndrome undergoing in vitro fertilization improves
outcomes and is associated with modulation of the insulim-like growth factors.
Fertil Steril. 2002;73(3):505-509.

Sterio DC. The unbiased esmation of number and sizes of arbitrary particles using the
disector. J Microcs. 1984;29:233-249.

S6zen EO. Menstriiel dongiide sigan uterus epitelinde siki ve oluklu baglanti
proteinlerinin dagilimlarinin immunohistokimyasal olarak belirlenmesi. Gazi
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali,
Ankara, Doktora Tezi, 2008;14-16.

Takamura Y, Osuga Y, Yoshino O, Hasegawa A, Hirata T, Hirota Y, Nose E, Morimoto
C, Harada M, Koga K, Tajimata T, Yano T, Taketani Y. Metformin suppresses
Interleukin (IL)- 1- Induced IL-8 production, aromatase activation and
proliferation of endiometriotic stromal cells. The Journal of Clincal
Endocrinology & Metabolism. 2006;92(8):3213-3218.

Tas M. Endometrial hiperplazi olusturulan ratlarda letrazol. Metformin ve progesteron
etkilerinin  karsilagtirilmasi.  Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Kadim
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali, , Kayseri, Tipta Uzmanlik Tezi. 2012;36-
38.

Timmins P, Donahue S, Mekker J, Marathe P. Steady-state pharmacokinetics of a novel
extended relase metformin formulation. Clin Pharmacokinet. 2005;44:721-729.

Tiirkéz Y, Celik N. Erkek ve disi cinsiyet hormonlar1. Celik O. Editér, Yardimer Ureme
Teknikleri. 1. Baski, Adana, Adana Nobel Tip Kitabevi. 2011;83-100.

81



Ugbek A. Metforminin ndronal hiicre kiiltiirlinde profilerasyon ve apoptozis ilizerine
etkisi, Abant izzet Baysal Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Bolu, Yiiksek
Lisans Tezi. 2012;6.

Unlii C, Berker B. Adet siklusu. Colgar U. Editor, Reprodiiktif Dénemde Endokrinoloji
ve Infertilite. 1. Baski , Istanbul, istanbul Medikal Yaymecilik. 2008;9-19.

Vandermolen DT, Ratts VS, Evans WS, Stovall DW, Kauma SW, Nestler JE,
Metformin increases the ovary rate and pregnancy rate from clomiphene citrate
in patients with polycstic ovary syndrome who are resistant to clomiphene citrate
alone. Fertil Steril. 2001;75:310-315.

Viollet B, Guigass B, Sanz Garcia N, Leclerc J, Foretz M, Andreell1 F. Cellular and
molecular mechanisms of metformin: an overview. Clin Sci. 2012;122:253-270.

West JM. Stereological methots for estiamting the total number of neurons and
synapses: issues of precision and bias. Trends Neurosci. 1999;22(2):51-61.

Westwood FR. The female rat reproductive cycle: A pratical histological guide to
stating. Toxicol Pathol. 2008;36:375-384.

Witters LA. The bloomming of the frenc lilac. J Clin Invest. 2001;108:1105-1107.

Yilmaz DO. Deneysel sican endometriyozis modelinde implantasyon kusurunun
histolojik olarak degerlendirilmesi. Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Tip
Bilimleri Boliimii Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Izmir, Uzmanlik
Tezi. 2008;63-67.

Zhou G, Myers R, Li Y, Chen Y, Shen X, Fenyk-Melody J, Wu M, Doebber T, Fujii N,

Hirshman MF, Goodyear LJ, Moler DE. Role of AMP-activated protein kinase
in the mechansim of metformin action. J Clin Invest. 2001;108:1167-1174.

82



OZGECMIS
Adi Soyadi: Seda KIRMZIKAN
Dogum Yeri: Uskiidar
Dogum Tarihi: 16.08.1987
Medeni Hali: Bekar
Bildigi Yabane Diller: Ingilizce
Egitim Durumu (Kurum ve Yil):
2007-2011: Ondokuz Mayis Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii
2011-2015: Ondokuz Mayis Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Histoloji-
Embriyoloji Anabilim Dal:.

Cahstig1 Kurum/Kurumlar ve Yil:

E-posta: s.krmzkn@gmail.com

83



——— T.C,
=-' = ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
= = HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU
b — SAMSUN
Say1 : B.30.2.0DM.0.20.09.00-050.04 —30 27/03/2012

Konu : Arastirma Projeniz hk.

Yrd. Dog. Dr. Biilent AYAS
OMU Tip Fakiiltesi Histoloji — Embriyoloji Anabilim Dali

201223  numarah  “INTRAUTERIN ~ DONEMDE METFORMIN
UYGULAMASININ YAVRU DiSi SICANLARIN OVARYUM VE UTERUSUNA
ETKILERININ INCELENMESI” konu baslikli Projeniz; Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun 26.03.2012 tarihli toplantisinda goriisiilmii, Hayvan Haklan ve Deney Etigi
agilarindan uygun olduguna oy birligi ile karar verilmistir.

Aragtirmanin yiiriitildugu stireg iginde etik kurallar ve hayvan haklarina uygunluk
yoniinden sorumluluk aragtiricilara ait olmak kaydiyla ve 6 ayhik donemler halinde Calisma
Raporu verilmesi sartiyla ¢aliymaniza baglamaniz uygun goriilmiistiir.

Prof. Dr. Fersat KOLBAKIR
HADYEK Baskan

‘Alinan kararlar Kurul kararidir. Kararla ilgili Kurul tiyelerinin aranmast etik degildir. Itirazlarimz1 yazilt olarak Etik Kurul
sekreterliine bagvurmaniz gerekmektedir.

84




