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OZET

Tiroid hormonlarinin bazal metabolizmayi hizlandirmasi sonucunda reaktif oksijen
turlerinin artmasi, hicresel oksidatif stresin olusmasina neden olabilmektedir.
Buna bagli olarak hucresel hasarlar ve cgesitli patolojik durumlar ortaya
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oksidatif hasar immunohistokimyasal yontem ile SOD-1 ve 8-OHdG antikorlarinin
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iki antikorun tutulumunun da zayifladi§i saptandi. Sonug¢ olarak, hipotiroidinin
ovaryum dokusunda yaygin dejenerasyona yol actigi ve ari sitinin bu dejeneratif
degisimler Uzerinde koruyucu etki gosterdigi kanisina varilmistir.
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ABSTRACT
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treated hypothyroidism group were administered. At the end of the experimental
period, ovarian tissues immunoreactivity was assesed by using SOD-1 and 8-
OHdG, immunohistochemically. Immunohistochemical findings showed that SOD-
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1. GIRIS

Tiroid hastaliklarinin tim formlari, kadinlarda erkeklere goére 4-5 kat daha
yaygindir ve ayni zamanda ureme fizyolojisine de etki etmektedir. Hem
hipertiroidizm hem de hipotiroidizm, Ostrojen ve androjen metabolizmasi ve
bunlarla baglantili olarak menstriel siklus ve fertilite Uzerinde de Onemli
fonksiyonlara sahiptir. Ureme c¢agindaki kadinlarda (20-40 yas) hipotiroidizm

gorulme sikhigi % 2-4 arasinda degisim gostermektedir.

Yuksek TSH (Tiroit Stimule Edici Hormon) duzeyi, T3 (triiyodotronin) ve T4
(tiroksin) seviyelerinin dusik seyretmesi olarak da isimlendirilen hipotiroidi, tekrarh
gebelik kayiplarinin goruldigu vakalarda etiyolojik bir etken olarak dugunulebilir.
Bununla iligkili olarak androjen ve 0Ostrojen metabolizmasi degismektedir. Bu
mekanizmanin degismesi sonucunda menstriel siklus bozukluklari ve tekrarlayan
kanama problemleri olan kadinlarda hipotiroidi gorulebilmektedir. Primer tiroid
yetmezliginde dolasimdaki tiroid hormonu seviyesi azalir ve bu durum TSH
salinimini arttirmak Uzere hipofizi uyarir. Artmis TSH ve azalmis T4 s6z konusu
patolojideki taniyi kesinlestirir. Hipotiroidi, TSH'In T4 igin uygun olmayan sekilde
dusuk oldugu durumlarda hipofiz yetmezligine bagli olarak da ortaya ¢ikmis

olabilir.

Hipotiroidizm, anormal cinsel gelisimden baslayan ve infertiliteye kadar uzanan

oldukga genis ¢apli ireme bozukluklariyla iligkilidir.

Hipotiroidizmin, disi Ureme sistemi organlarinin (ovaryum, tuba uterina, uterus)

histolojik yapisi Uzerine etkisini arastirmaya yonelik yapilan ¢alismalar ¢ok azdir.

Ovaryumlar, disi ireme hucresi ve disi Ureme hormonlarinin tretiminden sorumlu
olan hem ekzokrin hem de endokrin fonksiyon goren esas digi Ureme organidir.
Tiroid hormonlari FSH-aracili LH/hCG reseptoru ile sinerjik etki yaratarak
granutloza hacrelerinin (progesteron ureten) Uzerinde dogrudan uyarici etkiler

olusturabilir.
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Puberteye girmis disi siganlarda hipotiroidinin ovaryumun histomorfolojik yapisinda

hasara neden oldugunu ve ovaryumlarinin atrofik hale geldigini duginmekteyiz.

insanlarda, hipotiroidizm  ¢esiti  organlarin  bag doku igerisindeki
mukopolisakkaritlerin birikimi (hiyaluronik asit, kondroitin sulfat) ile karakterizedir.
Hipotirodinin  ovaryumun parakrin  ve otokrin iletisim mekanizmalarini
degistirmesinin, folikilogenez ve steroidogenezde bozukluklara neden oldugunu

dusunmekteyiz.

Tiroid hormonlari aracili§i ile bazal metabolizmanin artmasi sonucunda Elektron
Tasima Sistemi'ndeki (ETS) reaktif oksijen turlerin artmasi, hlcresel oksidatif
stresin olusmasina neden olabilmektedir. Buna bagh olarak hicresel hasarlar ve

cesitli patolojik durumlar ortaya ¢ikmaktadir.

Hipotiroidizm, SOD (Superoksit Dismutaz) aktivitesinde disise neden olarak

hicre membranini oksidatif hasara karsi hassas duruma getirmektedir.

Serbest oksijen radikalleri DNA’'da baz ve seker lezyonlari, zincir kiriklarl ve
DNA'yi proteinlerin gapraz baglanmasi gibi ¢oklu lezyonlari iceren hasarlara neden
olmaktadir. Bu hasarlar icerisinde en sik kargilagilan ve mutajenitesi en yuksek
olan 8-OHdG (8-Hidroksi-2’-Deoksiguanozin)’dir.

Ari satinUn Ureme sistemi, gelisme, bagisiklik sistemi, bayime, ve antioksidan
sistem Uzerinde aktivite gostermektedir. Literatirde ar1 sutinin disi ureme sistemi

uzerindeki antioksidan etkilerine dair yapilan ¢aligmalar oldukga sinirhdir.

Biz de mevcut literatur verilerinden yola ¢ikarak hipotiroidinin ovaryumlar tzerinde
olusturdugu oksidatif hasara karsi ar1 sutintn antioksidan etkilerini histomorfolojik

dlzeyde arastirmayi hedefledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryum

Ovaryumlar, gametogenez ve steroidogenez olarak birbiri ile baglantili iki temel
goreve sahiptir. Disi ureme hucresi olusumu oogenez olarak adlandirilirken,
olusan gametler oosit, olgun gametler ise ovum olarak adlandiriimaktadir.
Ovaryumlar baglica iki temel hormon olan d&strojen ve progesteronun

salgilanmasinda gorev almaktadir.

Bu hormonlardan Ostrojen cinsiyet organlarinin gelisimi ve olgunlagsmasindan
sorumludur. Ayrica pubertede digi karakteristiginin olusumunu saglamakla birlikte
meme dokusunun bluyumesine de kanal ve stroma gelisimini uyararak aracilik

ederler.

Disiyi gebelige hazirlayan progesteronlar, uterusun endometrial sekretuar
degisimlerinin uyariimasinda etkindirler. Ayrica meme bezlerinde lobular

cogalmayi baglatarak canliyi emzirme icin hazirlamaktadirlar [1].

2.2. Ovaryum Embriyolojisi

2.2.1. Cinsiyetin belirlenmesi

Cinsiyetin belirlenmesinde dollenme en 6nemli olaydir. Cinsiyetin belirlenmesi, , X
kromozomuna sahip ovum ile bir X veya Y kromozomuna sahip spermin
dollenmesiyle gerceklesmektedir. Sperm X kromozumuna sahip ise XX, Y

kromozomuna sahip ise XY kromozom yapisindaki zigotlar olusur [2-4].

Kompleks bir slire¢ olan cinsiyetin farklanmasi durumunda bir¢ok gen rol
oynamaktadir. Y kromozomunun kisa kolu Uzerinde yer alan Ypll “cinsiyet
belirleme bolgesinde” SRY (Sex determining region on Y) geni anahtar rol
oynamaktadir. cinsiyet organlarinin gelecegi SRY geni tarafindan kodlanan TBF
(Testis Belirleyici Faktor) tarafindan belirlenir. Fetusta TBF bulundugunda fetus

erkek, bulunmadiginda ise disi olarak gelisim gostermektedir [5-7].
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2.2.2. Farklilagmamis gonadlar

Dollenme ile embriyo cinsiyetinin belirlenmesine ragmen, gonadlar gelisimin 7.
haftasina kadar cinsiyet karakteristiklerine sahip degillerdir. Disi ve erkek gonadda
da genital sistem olduk¢a benzer oldugundan bu doéneme farklilasmamis

(indifferent) dénem denilmektedir.

Gonadal gelisme mezengimal blastemin meydana gelmesi ile belirmektedir.
Mezensimal blastem; retroperitoneal bolgede, mezonefrozun medial kenarindaki
solomik epitelin kalinlagsmasi ve altindaki mezensimal hucrelerin g¢ogalarak
yogunlasmasi sonucu olugmaktadir (Sekil 2.1a). 28 gunluk bir embriyoda, orta
hattin her iki yaninda yer alan mezonefroz ve dorsal mezenterler arasinda,
uzunlamasina kabartilar seklinde olusan gonadlar genital kabarti ya da gonadal
kabarti olarak isimlendirililer. Embriyo gelisiminin 6. haftasi ile birlikte germ

hdcreleri genital kabartilar (Sekil 2.1b) icerisinde gortulmeye baslar [1-5].

Glomerll Bogaltim kanal

Aorta L SO Mezonefrik

#—++Mezonefroz A (Y@ \ kanal
' Dorsal )/ N \J / |
mezenter I" "N )/ |
| b l

Mezonefrik Genital ~ Mezonefrik
kanal sislik sislik
B

Sekil 2.1. a) 4 haftalik bir embriyoda gonadlar ve mezonefroz arasindaki iligki b) 4
haftalik bir embriyoda genital kabarti ve mezonefrik kanal [5].

Primordial germ hucreleri gelisimin 21. gununde, vitellis kesesinin allontoise yakin
olan  duvarinda, endoderm hdcrelerinin aralarinda  belirmektedirler.
Ekstraembriyonik ektoderme komsu olan proksimal epiblasttan, ekstraembriyonik

ektodermal kokenli bone morphogenetic proteinler (BMP) 4 ve 8b ile



ekstraembriyonik endodermal kokenli BMP2 sinyali ile oositlerin &6nculleri
(progenitor) olan primordial germ hucreleri (PGH) gelismektedir [8-10]. BMP4’e
yanit olarak epiblast, germ hiicre 6zelliklerine sahip olmaya baglamaktadir. Bir tir
transmembran proteini olan fragilis, interferon ile uyarilir ve boylece germ hucreleri
uzerinde salinarak germ hucrelerinin yetkinlik kazanmasina aracilik etmektedir.
Yetkinlik kazanan germ hucrelerinin gonada ulagsmalari arka bagirsak (hindgut)
mezenteri Uzerinden gergceklesmektedir. Yalnizca germ hucreleri Gzerinde bulunan
stella geni, fragilis tarafindan uyarilir. Uyarilan stella geni, germ hucrelerinin
somatik hucrelere donusmesi ve pluripotensinin (tum hucre tiplerine donusebilme)
devam ettirilmesine olanak saglamaktadir [10,11]. Germ hucreleri, endoderm
hucreleri arasina yerlesmeleri sirasinda gegirdikleri mitotik bolinmelerle sayilarini
arttirirlar. Germ hdcreleri gonada ulastiklarinda da mitotik bdéltinmeleri surdtren
germ hucreleri, fertilizasyona hazir hale gelebilmek i¢cin gametogenez sirecine
girerler. Gametogenez, kromozom sayisinin azalmasi ile karakterize olan mayoz
ve hdcrelerin  olgunlasmasi ile tanimlanan sitodiferansiyasyon olaylarini
kapsamaktadir. Germ hiucreleri, gonadal kabartilara ulasamazlarsa gonadlar
gelisim gostermez. Duzensiz sekilli kordonlar olan primitif cinsiyet kordonlari,
primordial germ hucreleri ilkel gonadlara ulastiktan sonra, genital kabartidaki
¢ogalan sdlom epitel hucrelerinin mezensim dokusunun i¢ kisimlarina dogru
ilerlemesiyle  olugsmaktadirlar.  Primordial germ  hucreleriprimitif  cinsiyet
kordonlarinin arasinda yerlesim gdsterirler. Bu kordonlar her iki cinsiyetteki
embriyoda da yuzey epiteline baghdir. Erkek ve disi embriyolar gelisimin bu
evresinde birbirinden ayirt edilemediklerinden bu donemdeki gonada

farklilasmamig gonad adi verilmektedir.

6. haftaya ulasan embriyoda, mezensim doku igerisinde yerlesim gdsteren primitif
germ kordonlari cogalmalarini surdurarerek birbirleri ile anastomozlar yaparlar ve
alttaki mezenkim dokusundan tamamen ayrilarak ¢ok sayida hucre kordonu
olustururlar (Sekil 2.2). XX cinsiyet kromozomuna sahip embriyoda medullanin
gerilemesiyle korteksten ovaryum gelismeye baglar. XY cinsiyet kromozomuna

embrioyoda ise, korteks gerileyerek medulla testise farklilanmaktadir [1,5-7].



Agn Mezonefrik kanal
(Wolff)
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Sekil 2.2. 6 haftalik bir embriyonun lumbar bdélgesinden gegen transvers kesitte
farklanmamis gonad [5]

2.2.3. Ovaryumlarin Geligimi

Cinsiyet kromozom vyapisi XX olan ve Y kromozomuna sahip olmayan bir
embriyoda, kordon &zelliklerini kaybeden primitif cinsiyet kordonlari dizensiz
hicre kumeleri halini alirlar. Daha ¢ok ovaryumlarin medullar bdlgesine yerlesmis
olan bu hicre kumeleri, primitif germ hucresi gruplarini icerir ve bir stre sonra

kaybolarak yerlerini vaskuler bir stromaya (medulla) birakmaktadirlar [3,7].

Gelisiminin 7. haftasinda, erkek gonaddan farkli olarak disi gonadin ytizey epitelini
olusturan solom epiteli ¢cogalmaya devam eder. Hizla ¢ogalan solom epiteli,
altindaki mezensim dokusunun igerisine gomiulerek sekonder germ kordonlarini
olusturur (Sekil 2.3). Yeni olusan sekonder germ kordonlari sadece korteksde
gorulmektedir. Embriyonik gelisimin 10. Haftasinda hacimleri artan kortikal

kordonlarinin igerisine primordial germ hucreleri yerlesmeye baslar [7].

Embriyo 16. haftasina ulastiginda, kortikal kordonlarin tumu bir veya daha fazla
sayida primitif germ hicresini gevreleyen izole hicre topluluklarina déntsurler. Bu

germ hucrelerinden zamanla oogonyumlar meydana gelirken, olugsan
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oogonyumlarin yuzey epitelinden koken alan germ kordonlari tarafindan
cevrelenmesiyle de folikdl hiicreleri olusur. Olusan yapilar primordial folikiil olarak
adlandiriimaktadir (Sekil 2.3). Primordial folikilleri gevreleyen mezensim dokusu

ise ovaryum stromasini olusturmaktadir [4,7].

Dejenere olan  Urogenital = Yuzey epitel
mezonefrik tibul  mezenter . o4
Dejenereolan /° ~ # Wg'y
Dejenere olan medullar _/}/ £~ . "
medullar kordonlar 2020
b 1 Primer oocyte
kordonlar 00 Y
‘ Folikiler
| hicreler
__++ Kortikal
kordonlar  uctul
ferentes
Paramezonefrik kanal
\
kanal kanal

Sekil 2.3. Gelisimin 7.haftasinda, primitif cinsiyet kordonlarinin dejenerasyonu ve
kortikal kordonlarin olusumu [5]

2.2.4. Oogenez

ilkel olan cinsiyet hiicrelerinin olgunlasma slrecine verilen isimdir. Oogenez,
dogum oOncesi donemde baglamakta ve dogumdan sonraki donemde de devam

etmektedir.

Dogum oncesi

ilkel cinsiyet hiicrelerinin oogonyumlara farklanmasi, gonadlara tasinmalarinin
hemen ardindan baslamaktadir. Oogonyumlar art arda gegirdikleri mitotik
bolunmeler sonucu c¢ogalarak 3. ayin sonunda yassi epitel hucreleri ile
cevrelenmis kimeler halinde dizilirler. Oogonyumlarin buyuk bir cogunlugu mitotik
bolinmeleri surdirmeye devam ederken, bir kismi da 1. mayoz bélinmenin profaz
evresinde bdlinmesini durdurarak primer oositlere farklilanirlar. Hizla gogalmaya

devam eden oogonyumlarin sayisi 5. ayin sonunda yaklasik 7 milyona ulasir. Bu



asamadan sonra hdcre dejenerasyonu da baslar. Germ hucreleri ovaryumun
olusumu ve devami icin gereklidir gunkl hig germ hulcresi veya oositi olmayan
ovaryum dokusu kord benzeri yapilara dejenere olmaktadir [7]. Bu nedenle oositler
ve oogonyumlarin buydk bir kismi dejenere olurlar. Dejenere olmayan primer
oositler 1. mayoz bolinmeye girerek bolinmenin profaz 1 evresinde beklerler.
Cevrelerindeki tek kath yassi epitel ile birlikte primer oositler, primordiyal follikiil

olarak adlandinlirlar [1, 8, 9].

Dodgum sonrasi

Primer oositler 1. mayoz bélinmenin profaz agsamasini doguma yakin bir zamanda
bitirirler. Metafaz evresine girmeyerek, uzun bir dinlenme donemine gegerler.
Birinci mayoz bolunmenin tamamlanmasi pubertede ovulasyondan hemen once
gerceklesmektedir. Primer oositlerin olgunlasmasini bu zamana kadar engelleyen
faktorin OMI (Oocyte maturation inhibitor factor) oldugu kabul edilmektedir. Digi
birey dogdugunda yaklasik olarak 7x10°-2x10° arasinda primer oosite sahiptir.
(Sekil 2.4) Fakat primer oositlerin birgogu puberteye kadar atretik hale
gelmektedir. Puberte baslangicinda vyaklasik 4x105 kadar primer oosit
bulunmaktadir. Fertil ddbnem boyunca yaklasik olarak 400-500 kadari ovulasyon
asamasina gelebilmektedir. Primer oositler 2n (46) kromozoma sahiptir.
Ovulasyona kadar 1. mayoz bolinmenin profaz evresinin, zigoten, pakiten,
evrelerini gegirip, diploten evresinde kalirlar. Ovulasyona hazir hale geldiklerinde
sekonder oosit olusumunu saglamak i¢in metafaz evresi baslamaktadir. 1. mayoz
bolinmenin sonunda n (23) kromozom igeren bir adet sekonder oosit ve bir adet
de 1. polar cisim olusmaktadir. Birinci sekonder oosit ve 1. polar cismin kromozom
sayllari esit fakat sitoplazma hacimleri farkliik gostermektedir. Daha sonra
sekonder oosit 2. mayoz boélinme evresine gecer. Bu evrenin tamamlanmasi
sperm ile dollenme sonrasinda gerceklesmektedir. Polar cisim kaybolur. ikinci
mayoz bolunmede DNA replikasyonu olmaz. Dolayisiyla 23 adet kromozom igeren
2 hucre olugur. Bunlardan birisi ovum, digeri ise 2. polar cisim adini almaktadir [1,
8, 9].
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Sekil 2.4. 20. haftadan itibaren atreziye ugrayan ve sayilari giderek azalan germ
hucreleri [15]

2.2.5. Folikulogenez

Folikilogenez esas olarak folikul hicrelerinin ve bununla birlikte primer oositin ve
folikili gevreleyen stromanin blylumesi ile sekillenmektedir. Mayoz 6ncesi DNA
sentezinin baslamasi ile oogonial donem sona ermekte ve oosit donemi
baslamaktadir. Olusan oositler primer oosit adini almaktadir. Mayozun baslamasi
8. ile 13. haftalar arasinda, ilk folikilin olustugu 16. haftadan ¢ok éncedir. Bu
asamada Stra8 geni onemli bir yer tutar. Bu genin eksikligi farede premayotik DNA
replikasyonunu, mayotik kromozom kondensasyonunu, kohezin, sinaps ve
rekombinasyon olusumunu engellemektedir [12]. Primordial folikilden primer
folikil gelisimini neyin tetikledigi uzun yillardir bilinmezken son zamanlarda
Ozellikle transgenik hayvanlar Uzerinde yapilan ¢aligsmalar bize gostermektedir ki
tek bir hormon ya da sinyal yolagindan ziyade ovaryum icindeki farkli yapilardan
(oosit, granuloza ve teka hucreleri, stroma) cikan sinyallerin otokrin-parakrin
etkilesimleri ile primordial folikllerin primer folikullere dénustigu bilinmektedir [13-
16]. Bu veriler, neden izole edilen primordial folikullerin kadltr ortaminda

yasayamadigl ancak doku kultlrl icinde aktive olabildiklerini de agiklamaktadir
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[17]. Ayrica primordial folikuiller FSH reseptoru barindirmadigindan, primordial

folikullerin aktivasyonu i¢cin FSH’na gerek yoktur [16].

Anti-mullerian hormon (AMH, Mullerian inhibiting substance) transforming growth
factor-beta (TGF-R) ailesinin bir Uyesi olup, gelismekte olan folikillerin graniloza
hdcrelerinden salinmaktadir. AMH geni olmayan farelerde primordial folikullerden
primer folikul gelisimi hiz kazanmaktadir. Bu durum AMH'un primordial foliktlden
primer foliklle gegisi inhibe ettigi goristini desteklemektedir [18,19]. Siklus ici ve
siklusdan siklusa AMH duzeylerinin az degiskenlik gostermesi nedeniyle son
zamanlarda ovaryum rezervinin iyi bir belirteci haline gelmigtir. Yardimci GUreme
tekniklerinden elde edilen oosit sayisi ve antral folikul sayisi da kan AMH duzeyleri
ile iligkilidir [20,21]

Primordial folikullerin aktif olarak gelismeye baslamasinda rol alan bazi aktivatér
sinyaller de bulunmaktadir. Transforming growth factor-beta (TGF-3) ailesinin bazi
Uyeleri bu aktivasyonda rol almaktadir. Bunlar; bone morphogenetic proteinler;
BMP-4 ve BMP-7 (ovaryum stroma ve teka hucrelerinden salinan) [22,23];
blyume farklilagsma faktori-9 (growth differentiation factor-9) (oosit kaynakli) [24-
26]

Primordial folikilin primer folikile gelisimini tetikleyen bagka faktorler de
bulunmaktadir. Bunlardan biri kdék hicre faktori olarak da bilinen Kit-ligand
(KLydir. Granuloza hucrelerinde bulunur, reseptori c-kit, oosit ve teka
hicrelerinden salgilanmaktadir [27,28] Bir digeri ise granuloza hucrelerinde
salgilanan I6semi inhibitor faktérii (leukemia inhibitory factor = LIF)’dur [28]. LIF
ayrica, oosit buylUmesi, primordial germ hucrelerinin g¢ogalmasi ve teka
hicrelerinin stroma dokusundaki folikillerin etrafina toplanmasina da aracilik
etmektedir [27-29]. Yine teka hucreleri ve stromadan salinan keratinosit biyiime
faktord (fibroblast growth factor-7, FGF-7) ve FGF-2 de primordial folikilden
primer folikiil gelisimine hiz kazandirmaktadir [27,30]. /nsiilin hormonu da KL ve
LIF ile aditif etki gostererek bu gegisi hizlandirmaktadir [28,31]. Germ
hlcrelerinden salinan nobox (newborn ovary homeobox) ve Foxo3 (forkhead

transcription factor) de primordial folikilin primer folikile dénuasimuna
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uyarmaktadir [32,33]. Ek olarak, ilerleyen yas ve azalan ovaryum rezervi ile birlikte

AMH duzeylerinin digusu daha fazla folikul buyumesini saglamaya yoneliktir.

Preantral ve antral folikll gelisiminde TGF-R ailesinin Uyelerinden ve graniloza
hicrelerinden salinan aktivinler, teka hucrelerinden salinan BMP-4 ve BMP-7,
oosit kaynakli GDF-9 ve BMP-15 rol oynamaktadir (Sekil 2.5). Insan ve kemirgen
ovaryumlarindan alinan doku kulturlerinde GDF-9 primer folikil ve buyumekte olan
sekonder folikll sayisini arttirmaktadir [34-37]. GDF-9 geni olmayan farede folikil
blyumesinin primer foliklil asamasinda kalmasi da folikil bliyimesinde GDF-9
geninin dnemini gostermektedir [38-40]. Bunun yani sira, GDF-9 geni susturulmusg
farelerde teka hucrelerinin bazal laminadaki yerlesimlerinde de bozulmalar tespit
edilmistir [41].

Gelismekte olan diger folikiillerden gelen

AMH

Granliloza Hucreleri

Pre-Graniloza Hiicreleri

bFGF

Teka Hucreleri

®Q%%§ﬁ;

Stromal Hiicreleri

Sekil 2.5. Preantral-Antral folikal gelisimi

Preantral-antral asamadaki folikil blylUmesini uyaran bir baska faktér de BMP-
15’dir. Oosit kaynakh olan bu buyime faktéri FSH'dan bagimsiz olarak graniloza

hicrelerinin  proliferasyonundan sorumludur. Yani gonadotropine gereksinim
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duyulmadigr erken folikil buylimesi doneminde, folikilin buylimesini BMP-15
saglayabilmektedir. Ilging olarak, FSH reseptér ekspresyonu da BMP-15
tarafindan inhibe edilebilmekte [42] ve follistatin BMP-15'in bu etkilerini antagonize
etmektedir. Follistatin salgilanmasinin en fazla dominant folikilde gerceklesmesi,
follistatinin dominant folikul se¢imi sirasinda foliktlde yeterince FSH reseptorinin

bulunmasini saglamaktadir [43].

Preantral ve antral folikll geligsmesini hizlandiran diger buyume faktorleri aktivin A
(granlloza kaynakli) ve TGF-betadir (hem granuloza hem de teka hucrelerinden
salinir) [44-48]. TGF-B'nin 3 izoformu bulunmaktadir (TGF-31, R2 ve R3). TGF-R
bioaktivitesi ilk olarak preantral folikulde gortulmekte ve folikul buyudukg¢e salinimi
da artmaktadir [49,50]. insanda etkileri hala tam olarak netlesmemesine ragmen
en azindan rat modellerinde granilloza htcre proliferasyonu, progesteron uretimi

ve FSH ile uyariimis dstrojen sentezinde rollerinin oldugu bilinmektedir [51,52].

Granuloza hucrelerinde direkt kan akiminin olmamasi nedeniyle bazal lamina kan-
folikil bariyeri gibi islev goérir ve granuloza hicrelerini damarlanmis teka
hlcrelerinden ayirir. Granuloza hucreleri genis bir gap junction agi ile kendi
aralarinda ve oositle siki bir iligki kurarlar. Connexin proteinlerinin heksamerik
yapidaki dizilimleri sayesinde hucreler arasinda metabolik degisim, sinyal iletimi ve
molekullerin ulasimi saglanmaktadir. Yine bu sayede zona pellusida iginden oosit
plazma membranina kadar uzanan gap junctionlar oosit ile de iletisim
halindedirler. Connexin 43 ve 37 proteini yoklugunda folikil gelisimi primer ve
preantral safhada kalmaktadir [52,53].

FSH, antral folikil doneminde folikul geligsiminin kritik bir belirleyicisidir. FSH’ nun
etkisiyle belli sayida antral foliklllerden olusan bir kohort bliyimeye baslayarak
dominant folikiil secimi icin yarisa girer. Onceki yillarda insan ovaryumunda tek bir
blyume faktoru ile siklik olarak antral folikullerin secildigi dusunalirken artik birden
¢ok blyume faktorinin varhgi antral folikul secilimini etkiledigi kabul edilmektedir
[54]. Antral foliklllerden olusan kohort biyimeye devam ederken, kohortta yer
alan folikullerin steroidogenetik agidan dizenlenmesi, gonadotropin yanitlarinin ve
beraberinde olasi bir prematur luteinizasyonun inhibe edilmesi acisindan kilit bir

role sahiptir. Boylelikle belli foliklller FSH'na daha duyarh kilinarak dominant folikal
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segimi igin zemin olustulur. Mevcut bilgiler i1siginda tim bu olaylarin otokrin-
parakrin duzeyde lokal olarak duretilen bazi hormonlar ile gergeklestirildigini
gOstermektedir [55,56]. Salgilama o6runtileri zaman ve mekansal 6zellik gdsteren
granuloza kaynakh aktivin ve BMP-6, oosit kaynakli GDF-9 ve BMP-15, teka
kaynakli BMP-2, -3b, -4 ve -7 olarak bu hormonlara érnektir [59].

2.2.6. Ovulasyon

Yaklasik olarak 28 gln suren menstriel siklusun 13-15. gunlerinde FSH ve LH'In
etkisiyle ovaryum folikull olgunlasarak ovaryum ylzeyinde kistik bir kabarti olusur.
Hemen ardindan kabartinin ylzeyinde stigma adi verilen klguk, damar agi
bulunmayan, nokta seklinde bir yapi olusur. Ortalama 12-24 saat icerisinde LH
uretimindeki artisa bagli olarak ovulasyon mekanizmasi tetiklenir. Ovulasyonun
hemen o©ncesinde vezikul cikintisinin GUzerindeki ovaryan yuzeyin kuguk bir
alaninda kan akimi durur. Daha sonra germinal epitelin makula pellusida ya da
folikuler stigma adi verilen bolumu yukselerek yirtilir. Korona radiata ve kumulus
ooforus hicreleriyle ¢evrelenmis olan sekonder oosit yirtilan stigmadan folikdl
sivisiyla birlikte atiir [57,58]. Bu atilim, prostaglandinin duz kaslarin kasiimasini
uyararak folikdl i¢i basincini arttirmasi ile gerceklesmektedir. Yirtilan folikllden
¢lkan sekonder oosit; zona pellusida, korona radiata ve kimulls ooforus tabakasi
ile sarilarak oosit-kumulus kompleksini olusturmaktadir. Ote yandan, LH artigina
bagl olarak primer oositin ilk mayoz bolinmesini tetikledigi dusunuldigunden,
sekonder oositlerin olgun ovaryum folikiliinde bulundugu bildirilmistir (Sekil 2.6)
[57-59].
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Sekil 2.6. Ovulasyon [57]

2.3. Ovaryum Anatomisi

Uterusun her iki yaninda yerlesmis olan oval sekilli bir ¢ift organdir. Ovaryumlarin
boyutlari erigkinlerde yaklasik olarak 3-4/1.5-2/1 cm'dir. i¢ ve dis olmak uzere iki
yuzl, 6n (mezoovaryan) ve arka (serbest) olmak Uzere iki kenari, tubal (Ust) ve
uterin (alt) olmak uzere iki ucu vardir. Overler, uterusun iki yaninda uteroovaryan
ve infindubulopelvik (suspansor) ligamentlerle tutunmus halde yerlesim
gostermektedir [60]. Overler i¢ kenarindan uteroovaryan ligament ile uterusa, dis
kenarindan infindubulopelvik ligament ile de pelvik duvarina baglanmaktadir [61].
Overin damar ve sinirleri infindubulopelvik ligamentin i¢cinde yer almaktadir (Sekil
2.7).
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Sekil 2.7. Overler ve Ligamentler

2.3.1. Ovaryum tutunma yapilari

Mesovarium: Ligamentum latum uterinin arka yapragl olarak tanimlanir ve
ovaryumun on kenarina tutunmaktadir. Boyca kisa oldugundan ovaryumun sadece

mentese hareketini yapmasina olanak saglamaktadir [62,63].

Ligamentum ovarii proprium: Ovaryumun alt ucunu, fundus uterinin yan kdsesine
baglamaktadir. Yaklasik olarak 2 - 3 cm uzunlugunda olup, kalinhgi ise 2 - 3
mm’dir. Yapisindaki duz kas ve elastik lifler gerektiginde uzunlugunun
degismesine olanak saglamaktadir. Lig. latum uterinin arka Kkivrimini

olusturmasindan dolay1 6nemli bir bagdir [62,63].

Fimbria ovarica: Tuba uterinadan baslayip ovaryumlara dogru uzanan sacgaksi
uzantilara (fimbriae tubae uterinae) verilen isimdir. Ovaryumun Ust ucuna uzanan
bu uzantilar karin bosluguna atilan ovumun tuba uterinaya tasinmasini

saglamaktadir [62].

Ligamentum suspensorium ovarii: Ovaryumun pelvis yan duvarinda sabitlenmesini
saglayan periton katlantisidir. Bu bag aditus pelvisten baglayarak m. psoas major,

a.lliaca externa, v. iliaca externa ve Uureteri Oonden c¢aprazlayarak asagida
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ovaryumun ust ucunda sonlanmaktadir. Elastik teller, duz kas lifleri ve ovaryumun

damar ve sinirlerini igermektedir [62,63].

2.3.2. Ovaryum damarlari

Ovaryumlar aorta abdominalis’ten 1. Lumbar vertebra dizeyinde ayrilan sag ve sol
arteria ovarica’dan beslenmektedirler [64]. Arteria ovarica, lig. suspensorium ovarii
icinde ilerleyerek mesovariuma gelir ve mesovariumda arteria uterinanin bir yan
dali olan ramus ovaricus ile anastomoz yapmaktadir [65,66]. Ovaryuma hilum
ovariden giren arter, pleksustan ayrilan medulla korteks sinirinda olusturdugu
dallariyla, foliklllerin ¢evresini saran zengin kapiller aglari olusturmaktadir [67].
Damarlarin capr dongu evrelerine gore degisim gostermektedir. Folikullerin
gelisimi sirasinda genigleyen damarlar ovulasyondan sonra ise daralmaktadirlar
[67].

Ovaryum venleri

Arterleri izleyerek hilum ovariden ¢ikan venler lig. latum icerisine uzanarak
ovaryum ve tuba uterinanin yakininda plexus palpiniformis denilen ven6z agi
olusturmaktadirlar. Bu pleksustaki venler birleserek tek bir ven olan v. ovaricayi
meydana getirmektedir. Sag vena ovarica v. cava inferior’ a, sol vena ovarica ise

v. renalis’ e agilmaktadir [66,67].

Ovaryum lenf damarlari

Ovaryumun lenf damarlari a. - v. ovaricay! izleyerek, 1 - 2. Lumbar vertebra
dizeyinde paraaortik lenf digimune (nodi lymphatici paraaorticus) aciimaktadirlar
[65,68].

2.3.3. Ovaryum sinirleri

A. ovarica gevresinde yer alan plexus ovaricus araciligi ile ovaryuma ait sinirler
ovaryuma gelmektedir. Otonom sinir sistemine ait olan sempatik lifler, n.
splanchnicus minor ve medulla spinalisin torakal segmentlerinden gelirken,

parasempatik lifleri ise n. vagus araciligi ile gelmektedir [68].
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2.4. Ovaryum Histolojisi

Ovaryumu distan germinal epitel denilen bir epitel tabakasi ¢evrelemektedir. Bu
epitelin hemen altinda ise tunika albuginea adi verilen bir bag dokusu tabakasi
bulunur. Ovaryum, korteks ve medulla olmak Uzere iki esas kisimdan meydana

gelmektedir.

Organin merkezi kismini olusturan medulla, gevsek fibroelastik bag dokusu
icerisinde ¢ok sayida genis kivrintili kan damarlari, kollajen lif demetleri, elastik lif
aglari, lenfatik damarlar, sinir demetleri ve gesitli yonlere uzanan diz kas liflerini
bulundururlar. Elastik ve kollajen liflerin sayisi kortekse gore fazladir. Tum bu
yapilarin yani sira medullada interstisyel ve hilus hucreleri de goérulmektedir.
Atrezik hale gelmekte olan foliklllerin teka interna hucrelerinden, kuglik lipid
damlaciklari iceren interstisyel hiicrelerin olustugu distnilmektedir. insanda
menstruasyon Oncesi insan ovaryumundaki bazi interstisyel hlcreler Ostrojen
salgilamaktadir. Bazi tlrlerde ise bu hiicreler progesteron salgilamaktadir. ilk
menstruasyon siklusu sirasinda interstisyel hucrelerin ¢ogunlugu involusyona
ugrar ve fonksiyonlari azalir. Hilus hicrelerinin organel yapisi testisin leydig
hlcreleriyle benzerlik gosterir. Lipitce zengindir ve hicre iginde reinke kristallerine
benzer yapilar bulunmaktadir. Ayrica hilus hucreleri steroid hormon olarak

androjen salgilamaktadir [69-73].

Ovaryan interstisyel hiicreler, kaynaklarina, gelisim ve farklilasma dizilerine bagh
olarak birincil veya ikincil olarak tanimlanmaktadir. Birincil interstisyel hiucreler, ilk
olarak gelismekte olan yumurtaligin fibroblastik doku igindeki stromal
hdcrelerinden farklandigindan folikullerin buyimesi ile herhangi bir anatomik iliskisi
yoktur [74-76], ancak foliklllerden cikinti yapan graniloza hicre kordonlari da

bazi tlrlerde birincil intersitisyel hiicrelerin kdken bdlgesi olarak dnerilmistir [77].

ikincil interstisyel hicrelerin ise atretik folikiil hicrelerinden farklandiklari
bilinmektedir. Bu nedenle ikincil interstisyel hicreler, gelismekte olan ve olgun
ovaryumlarda folikil buyimesi ve atrezisi ile iliskilidir. Bu islevleri nedeniyle, teka
tipi interstisyel hucreler olarak adlandiriimaktadir. Farkli memeli tarlerinin

yumurtaliklarinda epitelyal kordonlar da dahil olmak tzere gesitli interstisyel hiicre
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tipleri bulundugu belirtiimekte ancak bu hucreler ile ilgili ¢galismalar henliz tam
olarak netlik kazanmig degildir [78,79]. Testikuler interstisyel leydig hucreleri,
endokrinoloji dahil olmak Uzere elektron mikroskobu, histokimya, biyokimya ve
fizyoloji gibi cesitli tekniklerle kapsamli bir sekilde arastiriimalari nedeniyle iyi
bilinen steroidogenik hucrelerdir [80,81]. Ancak ovaryum interstisyel hicrelerinin
steroidogenik aktivitesi tartismali olmaya devam etmektedir. Memeli ovaryum
folikulleri ve korpus luteum Kkarsilastirildiginda, ovaryum interstisyel hucrelerin
yapisina ve islevine veya steroidogenik aktivitelerine iliskin ¢cok daha az veri
bulunmaktadir. Bununla birlikte, elektron mikroskobik c¢alismalar, her iki yapidaki
interstisyel hucrelerin, histokimyasal, biyokimyasal, fizyolojik ve endokrinolojik
veriler tarafindan da desteklenen bulgularla steroidogenik dokunun ultrastrikttrel

Ozelliklerine sahip oldugunu gostermistir [81].

Korteks, tunika albugineanin altinda yer alan ve ovaryum foliklllerince zengin olan
dis kismi olusturmaktadir. Ayrica, bu folikiller bol miktarda hicre iceren bag
dokusu (stroma) icerisine gomulu halde yer alarak diuz kas htcreleri tarafindan
cevrelenirler. Buna ek olarak, igsi yapida fibroblast hlcreleri de stroma igerisinde
bulunmaktadir. Korteks ve medulla arasindaki sinir kesin olmamakla birlikte,
hilumda korteks kesintiye ugrar ve mezovaryum medulla ile devam eder. Rete
ovari denen, fetal farklilasmamis gonad artigi olan kiguk, dizensiz, kér sonlanan

kanallar da bu bolgede bulunabilmektedirler.

Primordial, sekonder (antral) ve tersiyer olmak Uzere 3 ana baslik altinda
incelenen ovaryum folikllleri folikilogenez kisminda anlatiimistir. Kiboidal epitel,
ovaryumlari gelisimleri sirasinda saran mezotelyal epitelden kdken almigstir.
Epitele germinal epitel adi veriimesinin sebebi ise, o6nceki yillarda germ
hucrelerinin buradan koken aldigi inaniginin yaygin olmasidir. Zamanla bu inanig
gercekligini kaybetmis olsa da germinal epitel ismi kullaniimaya devam etmistir.
GUnumuzde gegerli olan ise primordial germ hucrelerinin (hem erkek hem de
diside) gonad disi bir kdkene sahip olmasidir. Primordial germ hicreleri
farklilasacaklari embriyonik gonadin korteksine yolk kesesi duvarindan go¢ ederler
ve gog ettikleri embriyonik gonadin korteksinde ovaryumlarin farkhilagmalarini da
uyarirlar. Germinal epitelin hemen altinda ovaryumun beyazimsi rengini veren

damarlardan fakir, yogun, dizensiz kollajenden olusmus bir bag doku tabakasi
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olan tunika albuginea bulunmaktadir. Tunika albuginea germinal epitel ile korteksi
birbirinden ayirir [82]. Genel olarak ovaryumlar, disi gametin Gretiminden, steroid
hormonlarin salinmasindan (Ostrojen ve progesteron), dogum sonrasi ¢ocugun
Uureme organlarinin blaylylp gelismesinden ve sekonder cinsiyet karakterlerinin

olusmasindan sorumludurlar [83].

Sekil 2.8. Ovaryum dokusunun hematoksilen eozin (h&e) ile boyanmis kesiti. A:
Antrum, GEp: Germinal epitel, TA: Tunika albuginea, ZP: Zona
pellusida, PF: Primordiyal follikiller, SF: Sekonder folikuller, GC:
Granliloza hiicreleri, Ti: Teka interna [19].

2.4.1. Primordiyal folikdil

En kaguk folikul (25um c¢apinda) tipi olmakla birlikte dogumdan sonra en fazla
sayida bulunan folikildUr. Primordiyal folikilde bulunan primer oosit, tek katl yassi

foliktler hucreler ya da granuloza hicreleri ile gevrelenmigtir [84]. (Sekil 2.8).
2.4.2. Primer folikiil

Primordial foliktllerin gelismesiyle birlikte oositte, foliklil hicrelerinde ve komsu
stromada degisimler meydana gelmektedir. ik olarak oosit blylr ve onu
cevreleyen folikul hicrelerinin sayisi artarak tek tabakali kibik hale gelirler. Bu
sekildeki folikile unilaminar primer folikil denir. Folikil hGcrelerinin



20

proliferasyonuyla oositin ¢evresi ¢ok tabakali folikul hicreleri ile gevrelediginde
multilaminar primer folikil olusur. Bu asamadan sonra folikil hlcreleri grantiloza
hticreleri olarak isimlendirilir. Oosit buylUrken icindeki organellerde de bir takim
degisiklikler gerceklesir. Oosit, folikil gelisimi sirasinda kendi c¢evresinde,
glikozaminoglikan ve glikoproteinlerden zengin bir katman olan zona pellusidayr
(ZP) olusturur [85]. ZP, homojen, asidofilik, periyodik asit-schiff (PAS) ile pozitif
reaksiyon gosteren ve oldukca iyi boyanan jel kivaminda bir yapidir. Zona
pellusida ZP1, ZP2 ve ZP3 denilen 3 farklh glikoproteinden olugsmaktadir. ZP
granuloza hucreleri ve oositi birbirinden ayirir. Folikuler hucreler zona pellusidayi
delip gecen sitoplazmik uzantilar araciligiyla oositin mikrovilluslariyla iletigim kurar.
Primordiyal folikilin olusumundan olgunlasma asamasina kadar ortalama 150
gun gecer ve olgunlasan primer oosit 100-150 pm boyutuna ulasir. Balbiani
cisminden ¢ikan golgi elemanlarinin sitoplazmaya dagildigi gériimektedir. Balbiani
cisimcigi ultrastrukturel duzeyde golgi mebranlarinin ve vezikullerinin, endoplazmik
retikulumun, ¢ok sayida mitokondriyonun ve lizozomlarin birlikte olusturdugu bir
yapidir [86]. Folikller gelisim sirasinda granuloza hucrelerinin filopodlari zona
pelusida icine giris yapar ve oolemma ile filopodlar arasinda gap junction
baglantilari kurulur. Folikal hacrelerinin proliferasyonu ile oositin gevresi ¢ok
tabakali foliktl hicreleri ile gevrelediginde multilaminar primer folikil olusmus olur
[87,88] (Sekil 2.8).

2.4.3. Antral (Sekonder) folikil

Multilaminar primer foliklllerdeki grantloza hicreleri arasinda igi folikll sivisi ile
dolu bosluklar gérilmeye baslanir. Bu dénemde folikll sekonder folikiil adini alir.
Granulloza hucreleri ¢ogalir ve folikalin boyutu artarak 200 ym’den 10 mm’ye
kadar ulagir. Folikul duvarindaki kuguk bosluklarin giderek birlesmesiyle antrum
adi verilen tek bir blyuk bosluk olusur. Granlloza hucreleri tarafindan dretilen
glikozaminoglikanlar, steroid baglayici proteinler ve proteoglikanlar folikul sivisinin
yapisinda bulunur. Ayrica folikil sivisinda progesteron, &strojen, inhibin,
folikilostatin ve aktivin gibi hormonlar da bulunmaktadir. Sekonder folikullerdeki
granuloza hucrelerinin proliferasyonu 6n hipofizdeki gonadotrop hucrelerden

salinan FSH’nin bazal duzeylerine duyarhdir [89,90].
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Yaklasik 125 ym boyuta ulasan, folikll icinde eksantrik yerlesim gosteren oosit,
granuloza hacreleri tarafindan folikil sivisi igine salgilanan oosit maturasyon
inhibitériiniin  (OMI) etkisi ile buyumesini durdurur. Antrumu olusturmak igin
granuloza hucrelerinin yeniden dizenlenmesi sirasinda oositi de igceren kumulus
ooforus adi verilen kuguk bir ¢ikinti olusur. Zona pellusidaya komsu olan oositi
cevreleyen granuloza hucreleri ise korona radiatay olusturur. Bu evrede teka
tabakasi geligserek i¢ kisimda zengin damarlanmaya sahip teka interna ve dis
kisimda stromaya benzer bir yapi gosteren teka eksterna tabakalarina farkhlanir.
Teka interna tabakasini olusturan hucrelerin sitoplazmalarinda, lGteinizan hormon
(LH) reseptorleri, bol miktarda lipid damlaciklari, tibdler kristali, mitokondriyon ve
duz endoplazmik retikulumdan zengin bir igerik bulunmaktadir. LH uyarisi ile teka
interna hucreleri tarafindan sentezlenen androjen &nclli androstenedion
granuloza hucrelerine aktarilir ve FSH uyarimi altinda bu hucreler tarafindan
uretilen aromataz enzimi aktivitesi ile androstenedion dstrojene donusturular. Dista
bulunan teka eksterna tabakasi, i¢cerdigi kollajen demetler ve diz kaslardan dolayi
daha c¢ok kapsul iglevine sahiptir. Teka eksterna katmani ile ovaryumun stromasi
arasindaki sinir tam olarak belirgin olmamasina ragmen teka interna ile graniloza
katmani arasindaki sinir burada bulunan bazal lamina (membrana limitans

eksterna) ile oldukga iyi belirlenmistir [91,92].
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Sekil 2.9. Ovaryum folikulleri [93]

2.4.4. Korpus luteum

Teka interna ve graniloza hucreleri ovulasyondan sonra bolinmeden buyuyerek,
hormon salgilayan lutein hicrelerine donusurler. Boylelikle gegici bir endokrin bez
olan korpus luteum (sari cisim) olusur. Korpus luteum, progesteron ve 6strojen
hormonlarini salgilar. Graaf foliklillinde, ovulasyon sonrasi i¢ basing diser ve teka
katmanindaki kan damarlarindan kan sizmasi ile kisa slrede folikll icine kan
toplanmasiyla meydana gelen yapiya korpus hemorajikum (kirmizi cisim, korpus
rubrum) adi verilmektedir. Déllenme gerceklesmediginde, ovulasyonu takip eden

9. gunde korpus luteum maksimum boyuta ulasarak ovaryum ylzeyinde sarimsi
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renkte bir ¢ikinti seklinde gozlenir. Ardindan luteal hicrelerin yilkima ugramasiyla
klgulerek fibrotik skar dokusu olan korpus albikans/ olusturur. Progesteron
Uretiminin azalmasiyla menstrual kanama baslar [97-99]. Ote yandan oositin
dollenmesi gerceklesirse, koriyonik ~ gonodotropin (HCG) hormonu
sinsityotrofoblastlardan salgilanarak korpus luteumun parcalanmasini
engellemektedir. Bunun sonucunda blyimeye devam eden korpus luteum, korpus
luteum graviditatise (gebelik korpus luteumu) donusmektedir. Luteal hucreler
progesteron salgilamayr 4. ayin sonuna kadar surdurudr. 4. Ayin sonunda,
progesteron miktari gebeligin sdrdurilmesine yetecek duzeye ulastigindan
plasentanin trofoblastik hucreleri dejenere olmaya baglar. Gebelik korpus
luteumunun dejenerasyonu 4. aydan Once gercgeklesirse genellikle dustkle
sonucglanmaktadir [94-96,100].

2.5. Ovaryum Fizyolojisi

Kadin hormonal sistemi, bir digerini yoneten U¢ ayri hormon grubundan

olugmaktadir.

¢ Hipotalamik-serbestlestirici hormon (Gonadotropin- Releasing Hormon - GnRH)
e Hipofiz 6n lobu hormonlari olan FSH ve luteinlestirici Hormon (LH)dur. Bu
hormonlarin her ikisi de hipotalamusta sentezlenen GnRH etkisiyle salgilanirlar.
e Ovaryum hormonlari olan dstrojen ve progesteron hipofiz 6n lobundan salinan
FSH ve LH’ye yanit olarak ovaryumlar tarafindan salgilanirlar. Kadinda aylik
menstrual dongu surecinde, bu hormonlarin salinimlari degiskenlik gosterir.

Dongunin farkl evrelerinde salgilanma hizlari da farkhdir.

Hipotalamustan GnRH salgisi artma ve azalma seklinde buylk degisiklikler
gOsterirken bu artma ve azalmalar aylik dongu surecinde daha azdir. Hormonlar

ortalama olarak her 90 dakikada bir salgilanmaktadirlar [101-104].
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2.5.1. Hipotalamus-hipofiz-over aksi

Hipotalamus

Noéronlarin  salgilari olan gonadotropin serbestlestirici  hormonlar (GnRH),
hipotalamustan, portal sistem araciligi ile hipofiz 6n lobuna ulasir. Santral sinir
sisteminin Ureme sistemini regule eden en Onemli aracilarindan biri GnRHtir.
Hipofiz on lobun pars distalisindeki bazofilik hulcrelerin GnRH tarafindan
uyariimasi ile FSH ve LH hormonlari salinir. GnRH dretimi, salgilanmasi ve depo
edilmesi sirasinda olusabilecek anomaliler gonadlarda patofizyolojik bozukluga yol
acmaktadir. GnRH 6n hipofiz hiicre membraninda yer alan 6zgin reseptorlerine
baglanarak uyari olusturmaktadir. Bu uyarinin sdrekli olmasi durumunda GnRH
reseptorleri kapanarak gonadotropin sentezi azaltilmaktadir. FSH ve LH,
memelilerde UGreme hcrelerinin geliserek olgunlagsmalarini, ovulasyonu, gebeligin
baslamasini ve devamini saglarken ayrica sekonder seks karakterlerinin ve meme

bezlerinin gelisme ve buylumelerini de kontrol etmektedirler [104-106].

Folikllerin gelisimini ve folikiler hlcrelerden 06strojen salgillanmasi FSH ile
uyarilir. FSH, sekonder oositte, 1. mayoz bélinmenin tamamlanmasini uyararak
ovulasyonu tetikler ve ovulasyondan sonra over icinde kalan folikUlu korpus
luteuma donusturdr ve korpus luteumun progesteron salinimi LH tarafindan
gergeklestirilir. Ostradiol, graniiloza hiicreleri tarafindan uretilen ve dogurganlik

doénemindeki kadinlarda en fazla bulunan hormondur [104,105].

Hipofiz

Over korteksinde yerlesik olan folikillerin uyariimasi igin belli bir seviyede (esik
degerde) FSH salinimina ihtiya¢ vardir. FSH dizeyinin %10-30 kadar artigi
foliktler gelisim icin yeterlidir. Saglikli bir insanda meydana gelen siklusta FSH’nin
esik degeri kisa slreligine asmasiyla bir tane folikil olugsmaktadir. Ote yandan,
FSH miktarinin esik degerin Uzerinde bulunma suresindeki artis birden fazla
folikilin meydana gelmesine de neden olabilmektedir. Dominant folikll segimi de
erken folikiler dbnem olarak adlandirilan bu strede gergeklesmektedir. Dominant

folikilden salgilanan dstrojen ile sirasiyla FSH seviyesi duserek folikuller atretik
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forma donusudrler. Dominant folikilin blUyUmesiyle granlloza ve teka

hicrelerinden dstradiol salinimi  arttigi  bu evre midfolikiiler evre olarak
tanimlanmaktadir. Ostradiol miktarindaki artis, disi genital sistemini ovulasyon,
fertilizasyon ve implantasyona hazir hale getirir. Gelismekte olan folikilden
salgilanan ostradioliin pozitif feed-back mekanizmasi ile hipofizi uyarmasi sonucu,
ani LH yukselmesi gergeklesir ve boylece ovulasyon olaylanir. LH’In fazla miktarda
salinmasiyla birinci mayoz boélinmesini tamamlayan oosit, metafaz 1l evresine
gelerek olgunlagsmasini tamamlar ve bdylelikle fertilizasyona uygun hale gelir. Bu
surece kadar Ostradiol salgilayan granuloza hucreleri, ovulasyonla birlikte
progesteron salgilamaya basglarlar ve ardindan lGteinize olurlar [104-108] (Sekil

2.10).
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2.6.Tiroid Bezi Histofizyolojisi ve Hipotiroidi

2.6.1. Tiroid bezi fizyolojisi

Tiroit bezi, yuvarlak oval bigimli, i¢i kolloid dolu tiroid folikllerinden olugsmustur.
Folikdl, tiroid bezinin yapisal ve iglevsel birimidir. 100 — 300 ym ¢apindadir. Tiroid
folikullerinin duvari, bezin iglevine gore tek sirali yassi, kubik ya da prizmatik bir
epitelle doselidir [110,111]. Folikul epiteli, belirgin bir bazal lamina Uzerinde
oturmaktadir. Epitel hdcrelerinin apikal yuzleri kolloid, bazal ylzleri ise bazal

laminayla iligki halindedir [112,113]. Tiroid bezinde iki tip hlicre goériimektedir.

Folikiiler hdcreler, tiroid hormonlarini sentezlerler. Morfolojik olarak yassidan
prizmatige degisebilen tek sirali hicrelerdir. Hucrelerin boylari tiroid bezinin salgi
yapma durumuna goére degismektedir. Aktif olarak hormon salgilayan hucreler
prizmatik sekillidir. Folikul [Umeninde salgiy! biriktiren hucreler baglangigta kubik
sekilli olup giderek yassilasirlar. Bez dinlenme evresindeyken hdcreler yassidir.
Folikdl hacreleri kutuplagmis hicrelerdir. Cekirdekleri oval ya da yuvarlak bicimli
olup hicrede bazal ya da merkezi yerlesim gostermektedirler. Genelde iki
cekirdekcik icermekte [114], sitoplazmalari granllli yapida ve bazofilik
boyanmaktadir [115]. Hulcreler bazal sitoplazmalarinda ¢ok sayida grandlli
endoplazmik retikulum icermektedirler. Apikal sitoplazmalari lizozom ve salgi
granullerinden zengindir. Mitokondriyonlar sitoplazmada dagiimistir, fakat apikal
sitoplazmada ¢ok fazla sayidadirlar. Folikller hicreler ince yapi dizeyinde
incelendiginde apikal yuzde c¢ok sayida kisa mikrovilluslar ve yan yuzin ust
bolimlerinde baglanti birimleri icermektedirler [112,116]. Folikller hucrelerde
Ostrojen ve progesteron reseptorleri de bulunmaktadir [117]. Kolloidin ana bileseni
tiroid hormonlarinin temel maddesi olan tiroglobulindir. Tiroglobulin, tirozin
aminoasidi rezidulerinden olusur ve glikoprotein yapisindadir. Bu yapisindan

dolayi kolloid PAS ile pozitif tepkime gdstermektedir [114,115].

Parafolikdler hiicreler, folikll hiicreleri arasinda ve folikuller arasi stromada tek tek
ya da gruplar halinde bulunmaktadirlar. Bu hicrelerin foliktler hicrelerle iligkileri
olmasina ragmen, folikil Iimenine ulasamazlar. Folikiler hicrelere gbre daha

blylUk yapida, ¢ok koseli sekillere sahip ve sitoplazmalari daha agik boyanan
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hlcrelerdir. Sitoplazmalarinda yuvarlak c¢ekirdek, gelismis granulli endoplazmik
retikulum tubuluslari, golgi kompleksleri, mitokondriyonlari ve 60 — 550 nm
capinda kuguk salgi grandlleri yer almaktadir [110, 112, 114]. Parafolikiler
hucreler kursunlu hematoksilen ile segici olarak boyanmakta olup,
immunohistokimyasal olarak ise kalsitonin monoklonal ve poliklonal antikorlar ile
gosterilmektedirler [118]. Parafoliktuler hucreler, DNES (Diffuz Neuroendokrin
Sistem) hucrelerindendir. Bu hucreler kalsitonin  hormonu salgilar ve

sitoplazmalarinda depolarlar.

Kalsitonin hormonu, kalsiyum duzeyi normalin Uzerine ¢ikarsa, kan kalsiyum
dizeyini dugurerek kalsiyum duzeyinin normale donmesini saglamaktadir
[110,112, 119-121]. Parafolikller hucreler kalsitoninden baska somatostatin de
icermektedirler. Peptid yapisindaki bu hormonun yerel bir etkisinin olabilecegi
dugunulmektedir [122].

Tiroid hormonlari, hipotalamustan salgilanan Tiroid Releasing (salgilatici)
Hormonun (TRH) etkisiyle Uretilirler. TRH, hipofiz 6n lobundan salgilanarak
TSH'nun kana birakilmasini uyarmaktadir. TSH ise, tiroid bezinin hicreleri
Uzerindeki 6zgun reseptorlere badlanarak folikil epitel hucrelerini tiroid

hormonlarini retmeleri igin uyarici gérev yapmaktadir.

Tiroid hormon salgisinin tam olarak durdugu durumda, bazal metabolik hiz
normalin %40-50 kadar altina inerken, tiroid hormon salgisinin asiri olmasi
durumunda, bu hiz normale gére %60-100 kadar artmaktadir. Tiroid bezinden
metabolik olarak aktif hormon saliniminin %93'G T4 iken, %7’si T3'diir. Fakat
T4’Un neredeyse tamami dokularda T3 haline donustarilmektedir. Bu iki
hormonun fonksiyonlari nitelik olarak benzerlik gdéstermekte birlikte etkilerinin hizi
ve glcu bakimindan farkhdirlar. T3 hormonu, T4’e gore dort kat daha kuvvetlidir
fakat T3 hormonunun kandaki miktari azdir ve dolasimda bulunma suresi T4’e
gore cok kisa surelidir [123]. Tiroid hormon sentezinin ilk basamagi, tiroid bezi
hiicresi ve folikill igerisine kan dolasimindan iyodiriin taginmasidir. Iyodiir,
bazolateral membrandan tiroid folikil hicresi icine aktif tagimayla sodyum-iyodur
tasiyicisi ile alinmaktadir. Bu sodyum iyodur tasiyici sistemin islevi, sodyum-

potasyum tasiyicisi ATPaz'in sagladigi elektrokimyasal farkliiga baghdir. Aktif
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iyodur tasinimi, sodyum-potasyum tasiyici sistem araciligiyla olmakta ve iki
sodyum iyonu ile bir iyodur iyonu hicre igine alinmaktadir. Bunun sonucunda
follikiler hiacre igindeki iyodur miktari plazmaya gore 40 kat artirilmis hale
gelmektedir [124]. Tiroid folikll hicresi bazal membrani, hicre igerisine iyoduru
spesifik olarak pompalama yetenegine sahiptir. Bu olaya iyoddr tuzagi ismi verilir
[123].

Tiroid hormonlarinin olusumundaki ilk temel basamak, iyodur iyonlarinin okside
formu olan iyota donusmeleridir. Herbir yeni olugsan iyot veya iyodur dogrudan
tirozin aminoasitleriyle birlesebilme yetenegine sahiptir. Iyodiriin oksidasyonu,
peroksidaz enzimi ve hidrojen peroksit ile hizlandiriimaktadir. Peroksidaz sistemi
engellendiginde ya da kalitsal olarak hucrede bulunmamasi durumunda, tiroid
hormonu dretim hizi sifira diser. iyotun, tiroglobulin molekiiline baglanmasina
organifikasyon denir [123]. Tirozine ilk iyot eklenmesi ile monoiyodotirozin ve
sonra diiyodotirozin olusmaktadir. Tiroid hormonlarinin sentezi sonrasinda, her
tiroglobulin moleklli 30°dan fazla tiroksin molekili ve birkag trilyodotironin
molekull icermektedir. Bu sekilde, vicudun normal gereksinimlerini yeterince
karsilayacak miktarda tiroid hormonu, folikuller iginde 2 ila 3 ay depolanmaktadir.

Tiroglobulinin kendisi, dolagima olgulebilir miktarlarda salinmamaktadir.
Tiroid hormonunun salinim sureci basamaklart;

e Tiroid follikil hucresinin apikal yuzeyinden ¢ikan psddopod uzantilar, kaguk
kolloid pargalarinin etrafini sararak pinositik vezikuller olusturmakta ve bunlar
hucrenin apeksinden iceri alinmaktadir.

e Lizozomlar hizlica bu vezikullerle kaynasarak dijestif enzimler iceren vezikullere
donusmekte ve enzimler lizozomlardaki kolloidle karigsmaktadir.

e Tiroglobulin molekulinin multiple proteazlarla pargalanmasiyla, tiroksin ve
trilyodotironin serbest hale gelmektedir.

e Bu hormonlar tiroid hicre tabanindan difizyonla gevresel kapiller agin igine
girmektedir [123].

TSH, tiroid hormonlarinin sentezi ve salinimi, hicre igi iyot alimi, hicrelerin

hipertrofi ve hiperplazisi olmak Uzere tiroid bezinin aktivitesini dizenlemektedir.
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TSH, tiroid hlcresi Uzerindeki reseptorine baglandiginda reseptdrin hicre igine
bakan kismi birgok G-proteinini aktive etmektedir. Siklik AMP (cAMP) bagimli
protein kinazlar (PKA) aktive olmus TSH reseptorinin bir¢ok aktivitesine aracilik
etmektedir. PKA sinyal yolagi da spesifik gen bolgelerindeki 6zel bolgeler ile
iletisime gececek olan cAMP cevap elementi modulatora (CREM) ve cAMP cevap
elementi baglayici proteini (CREB) yolaklarini aktive etmektedir. Ayrica TSH
reseptorl, protein kinaz C (PKC) ve diasilgliserol (DAG) yolaklarini da aktive
ederek IP3 bagimli mekanizma araciligiyla hucre igi serbest kalsiyum miktarini da
gegcici olarak arttirmaktadir. Aktive olmus bu yolak sayesinde hucre igi iyot (1)
aliminin hizlanmasiyla, tiroid hormonlarinin yapi tagi ve tiroid bezi fonksiyonlarinin
dizenleyicisi olan iyot, tiroid bezi fizyolojisinde ana rolu Ustlenmektedir. Okside
olmus formda iyot (12) veya organik bilesikler halinde besinlerle viicuda alinan iyot
sindirim ve emilim esnasinda iyon halindeki iyodide indirgenerek dolagimdan aktif

tasima yoluyla hormon sentezi icin tiroid bezi hicrelerine alinmaktadir (Sekil 2.11)

[125].
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2.6.2. Hipotiroidizm

Tiroid bezinin periferik dokularin ihtiyacini karsilayacak duzeyde tiroid hormonu
uretememesi durumuna hipotiroidizm denilmektedir. Tiroid bezinde en sik

rastlanan fonksiyonel bozukluktur.
Ug temel siniflamasi vardir:

1. Ortaya ¢ikis donemine gore; konjenital veya kazaniimis hipotiroidizm,
2. Endokrin bozuklugun seviyesine gore; birincil veya ikincil hipotiroidizm,

3. Siddetine gore; klinik veya subklinik hipotiroidizmdir.

Birincil hipotiroidizm; tiroid bezinin kendisinden kaynaklanan tiroid yetmezligi
durumu ile ortaya ¢ikmakta ve hipotiroidizm olgularinin %99’unu olusturmaktadir.
Erigkinlerde gorilen birincil hipotiroidizmin en sik sebepleri; kronik lenfositik tiroidit
(Hashimoto hastalii), radioiyodin tiroid ablasyonu, tiroidektomi, ylksek doz bas-
boyun radyasyon terapisi, lityum, a-interferon ve amiodaron gibi ilaglarin
kullanimidir. ikincil (santral) hipotiroidizm ise; tiroid yetmezliginin hipofiz veya
hipotalamusta meydana gelen bir bozukluk nedeniyle TSH Uretiminin
yetmezliginden kaynaklan durumdur. Erigkinlerde goértlen ikincil hipotiroidizmin en
sik sebepleri arasinda tumorler, inflamatuvar hastaliklar, infiltratif hastaliklar,
enfeksiyonlar, hipofizer cerrahi, hipofizer radyasyon terapisi ve kafa travmalari yer
almaktadir [117, 118, 121, 127].

Klinik hipotiroidizmde serum TSH dlzeyi yuksek, serum FT4 dlzeyi ise dusuktur.
Subklinik hipotiroidizm ise hafif derecede tiroid yetmezligi olup, TSH degeri hafif-
orta diizeyde artmig, FT4 degerleri normal degerler arasindadir. ikincil
hipotiroidizmde her ikisinin de serum duzeyleri dusuk degerlerdedir. Klinik
hipotiroidizmin prevalansi yaklasik olarak kadinlarda % 1-2, erkeklerde % 0.1’dir.
Subklinik hipotiroidizmde ise bu degerler farkh populasyonlarda % 4-10 arasinda
dedismekte ve kadinlarda gorulme sikhdr daha fazladir. Subklinik hipotiroidizm
yillda % 5-18 oraninda klinik hipotiroidizme dénusmektedir [117, 118, 121, 127].
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2.6.3. Tiroid Hormonlari ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen turleri/reaktif nitrojen turleri (ROS/RNS) ile
antioksidan duzeyleri arasindaki dengenin, organizmada ROS/RNS lehine olmasi
durumudur. Bu sebeple, lipid, protein ve DNA’da olusan hasarlar da oksidatif
hasar olarak tanimlanmaktadir [128]. Tiroid metabolizmasinin g¢esitli nedenlerle
bozulmasina bagl olarak olusan hipotiroidizm ve hipertiroidizm, insan [129] ve
evcil hayvanlar [130] i¢in dinya ¢capinda énemli metabolik hastaliklar arasinda yer
almaktadir. Tiroid hormonlarinin enerji metabolizmasi Uzerine etkileri 1895’te
Magnus-Levy’nin hipotiroidili hastalarda bildirdikleri dusuk, hipertiroidili hastalarda
ise yuksek oksijen tuketimi ile yaklagik ytz yildan uzun bir zamandir bilinmekte ve
yogun bir sekilde bu konudaki arastirmalar devam etmektedir [131]. Tiroid
hormonlari araciligi ile bazal metabolizmanin hizlanmasi sonucunda mitokondriyal
solunum zincirinde ortaya c¢ikan reaktif oksijen turleri, vicutta oksidatif stresin
olusmasina neden olabilmektedir. Tiroid hormonlarinin sigan dokularindaki lipid
metabolizmasini etkileyerek oksidatif strese neden olduklari bilinmektedir. Bozulan
oksidan/antioksidan dengesi sonucu hicresel hasarlar ve gesitli patolojik durumlar
ortaya c¢ikmaktadir. ROS lipid peroksidasyonuna [132], proteinlerin
karbonilasyonuna veya glutatyonilasyonuna [133] ve DNA’da baz hasarlarina [134]
sebep olmaktadir. Hipotiroidizm vakalarinda bazal metabolik hizin dismesiyle lipid
peroksidasyon dizeylerinde ve serbest radikallerin olusumunda azalma meydana
gelmektedir. Benzer sekilde bu olgularda SOD aktivitesinde azalmaya bagl olarak
hicre membrani oksidatif dejenerasyon karsisinda hassas duruma gelmektedir.
Katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi antioksidan enzimler H202'nin su
(H20) moleklline pargalanmasina aracilik etmektedir [135]. Katalaz
aktivitesindeki dusus hticre igindeki endoplazmik retikulumun hasarina yol
acmaktadir [136]. 6-propil-2-tiyourasil (PTU) ile indUklenen hipotiroidizm
olusturulan siganlarin bobrek dokularinda lipid peroksidasyonunun ve protein
karboksilasyonunun  arttigini  ancak SOD-1 ve SOD-2'nin  mRNA’da
ekspresyonunun azaldigi, katalaz (CAT) aktivitesinin dustugu ve GSH-Px
aktivitesinde ise degisme olmadigi bildirilmigtir [137]. Deneysel hipertiroidizm ve
hipotiroidizm olusturulan siganlarin kalplerinde, hipertiroidizm grubunda SOD
degerinin belirgin olarak arttigi,, GSH-Px degerinin her iki grupta da kontrol
grubuna gore arttigi ve CAT degerinin ise hipertiroidizm grubunda énemli dizeyde
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arttigi bildirilmigtir [138]. Hipotiroidizmli hastalarda NO, SOD ve total antioksidan
seviyelerinde bir degisim gozlenmedigi ancak hipertiroidizmli hastalarda NO ve
total antioksidan seviyelerinde belirgin bir dists gézlendigi, SOD aktivitesinde ise
belirgin bir artis oldugu bildirilmigtir [139]. Deneysel hipotiroidizm olusturulan
siganlarin kontrol grubundakilere gore daha yuksek plazma ve doku MDA, plazma
NO2, NO3 ve doku total antioksidan seviyelerine sahip oldugu bildirilmigtir [140].
Hipotiroidi olusturulan sigcanlarin genomik DNA’larindaki 8-oxodG duzeylerinin
dustugu ancak hipertiroidi olusturulan siganlarda kontrol grubundaki siganlara
oranla belirgin bir farklihk gortulmedigi bildiriimigtir [141]. Fare kalbindeki
mitokondriyal DNA 8-oxodG duzeyinin hipotiroidili farelerde belirgin olarak azaldigi
ancak hipertiroidili farelerde ise dusik oldugu bildirilmistir [142].

2.6.4. Tiroid bezi ve ovaryum iligkisi

Ovaryumdaki granuloza hucrelerinde TSH reseptdrlerinin varligr ilk olarak 1993
yilinda gosterilmistir [143]. 1999 yilinda Cecconi ve arkadaslari T3’Un grantloza
hlcrelerinde aromataz aktivitesini inhibe ettigini goéstermislerdir [144]. T3 gen
ekspresyonu yuksek oranda nukleer tiroid hormon reseptorleri ailesi araciligiyla
dizenlenmektedir. insan TR a geni kromozom 17'de ve TR B geni kromozom 3'te
bulunmaktadir. Memeliler 3 degisik reseptor izoformu eksprese etmektedir (TRa-1,
TRB-1 ve TRB-2). Her biri hedef genlerin transkripsiyonunu duzenleyerek T3'e
cevabi yonlendirebilmektedir. Ayrica, c-erbA a-2, TR a geninin alternatifi olarak
ayrilmis bir arintdur ve TR olarak is goremez. Fakat ¢ok yuksek oranda eksprese
edildiginde tiroid hormon etkisinin liganddan bagimsiz inhibitora olarak
davranmaktadir [145]. TR mRNA izoformu dokuya 6zel sekilde eksprese edilmekte
ve ekspresyon diizeyi gelisme sirasinda regiile edilmektedir [146]. iki TR izoformu,
a-1 ve B-1, insan mural graniloza hucrelerinde saptanmistir [143]. Oositler ve
kumulus hicreleri TR mRNA eksprese eder ve folikuler sivi degisken ama anlamli
miktarda serbest T3 icermektedir [147].

2.6.5. Tiroid hormonlarinin ovaryum lizerine etkileri

Primer hipotiroidizm ile ilgili olarak en kapsamli epidemiyolojik veriler, kuzeydogu

Birlesik Krallik'taki Whickham County'de yasayan 18 yas ve Ustu bireylerin
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popilasyona dayall bir galismasindan elde edilmigtir [148,149]. Veriler, isveg,
Japonya ve Amerika Birlesik Devletleri'de de benzer rakamlar bildirildigi i¢in diger
ulkelerin temsilcilerini de temsil etmektedir [150]. Ozellikle subklinik hipotiroidizm
(SCH), belirgin yogunlukta kadinlarda ve ilerleyen yasla birlikte artan bir durumdur.
Cogu vaka kronik otoimmun tiroidite (yilda 1000 kadin basina 3.5 insidansi) neden
olur, bunu tirotoksikoz igin yikici tedavi takip etmektedir (yilda 1000 kadin bagina
disen insidans). Belirli bir zamanda kadinlarda gelisen spontan hipotiroidizm
olasihgl, yaslar 20 ile 25 ve 75 ile 80 arasinda olmak Uzere yilda 1000 ile 1.4

arasinda artar.

Subklinikden (SK) asiri hipotiroidiye (OH) dogru ilerlemek igin spesifik risk

faktorleri tiroid antikorlarinin ve yiksek TSH'nin varligidir.

Hipotiroidili kadinlarda androstenedion ve estronun metabolik klerensi azalmig ve
periferik aromatizasyonda artis gozlenmistir [151,152]. Hipotiroidili kadinlarda 5a/3
oraninda androjen metabolitleri de azalmigtir ve 2 oksijenli dstrojenlerin atiiminda
bir artis goriimektedir. SHBG'nin plazma baglama aktivitesi azalmakta bu da hem
toplam testosteron hem de E2'nin plazma konsantrasyonlarinda azalmaya neden
olmaktadir. Ancak bu hormonlarin baglanmayan kisimlari artig gdstermektedir.
Otiroid durum giderildiginde steroid metabolizmasindaki degisiklikler ortadan
kalkmaktadir. Gn seviyeleri genellikle normaldir [153]. Bununla birlikte, bazi
hipotiroidili kadinlarda GnRH'ye gecikmis LH cevabi bildirilmistir. Gecikmis bir LH
cevabi oldugunda, serum prolaktin (PRL) konsantrasyonu artar, bu durum hem
TSH hem de PRL salgilanmasini arttiran hipotalamik TRH'ye bagl olabilmektedir.
Galaktore de olusabilmekte fakat bu rahatsizliklar genellikle T4 uygulamasindan

sonra kaybolmaktadir [154].

Dogurganlik cagindaki kadinlarda, hipotiroidizm, déngl uzunlugunda ve kanama
miktarinda (oligomenore ve amenore, polmenore ve menoraji) degisikliklere yol
acmaktadir. Kanama miktarindaki degisiklikler olasilikla anovulasyona sekonder
Ostrojen atiimina bagl kanamadan kaynaklanmaktadir [155]. Hipotiroidizmde
ortaya ¢gikan hemostaz faktorlerindeki (VII, VIII, 1X ve XI faktérlerinin azalmasi gibi)

defektler polmenore ve menorajiye katkida bulunabilmektedir [156].
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Primer miksédemli hastalarda, adet bozuklugu, amenore, klinik hemorajik
metropati ve menoraji olgularn gorulmektedir [157]. Hipertiroidizmli hastalardan
tedavi sonrasinda hipotiroidi gelistirmis olanlarda yine benzer sekilde menoraji,
polimenore veya her ikisi birlikte goértlmektedir [158]. Hipotiroidik kadinlarda tek
basina menoraji olmak Uzere adet duzensizlikleri de gorulmektedir [159]. Ayrica,

oligomenore, hipomenore ve hipermenore bulgulari da gorulmektedir [160].

Tam bu bulgular birlikte ele alindiginda, hipotiroidizmde menstrual bozukluklarin
sikliginin saglikli insanlara goére yaklasik ¢ kat daha fazla oldugu goriimektedir.
Hipotiroidili kadinlarda gorulen ana adet diuzensizligi, en sik gorulen semptom
oldugu dusundlen amenore ve yaygin goruldugu dusunulen oligomenoredir
[161,162]. Hipotiroidinin siddetli oldugu kadinlarda daha ciddi menstrual
rahatsizliklara sahip olma egilimi olmasina ragmen, farklliklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmamaktadir. Ayrica, tiroid antikorlarinin varliginin, hipotiroidizmde
menstriel anormalliklerin meydana gelmesinde 6nemli bir faktor olmadigi
belirtiimektedir [163].

Subklinik hipotiroidi ve infertilite arasindaki iliski retrospektif ve kontrolsiz
degerlendirilse de, 25-34 yas araigindaki infertii kadinlarda ylksek TSH
degerlerine bagli olarak subklinik hipotiroidi gortulmektedir [163]. Subklinik
hipotiroidi tanisi konulan infertil kadinlar T4 ile tedavi edildiginde, progesteron

salgilanmasi normallesmekte ve gebe kalma durumlari gergeklesmektedir [164].

Erken folikiler fazda bazal TSH, LH ve testosteron konsantrasyonlari arasinda
pozitif kolerasyon vardir. Ayrica yuksek TRH ile uyarilan kadinlarda normal TSH
cevabi olan kadinlara kiyasla daha dugsuk oranda gebe kalma durumlari vardir
[165].

infertil kadinlarda subklinik hipotiroidi prevalansi retrospektif olarak incelendiginde
TSH duzeylerinin artmadig1 gérulmektedir [162].

Miksdédem tanisi konulan hastalarda, adet duzensizlikleri, proliferatif endometrium

ve anovulasyon gorulmektedir [157].
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T3 seviyelerindeki degisimler ostrus dongusu regulasyonu, fertilite, fetal gelisim ve
laktasyonu etkilemektedir. Benzer sekilde yumurtaliklari alinan ve ciftlesme
davraniglari T3 uygulamasi ile engellenen kemirgenlerde Ostrojenin aracilik ettigi
ureme davraniglari olumsuz etkilenmektedir. Tiroid bezi ayrica mevsimsel olarak
Ureyen hayvanlarda anéstrus durumuna gegis icin gereklidir. Ornegin, koyunlarda
anesteziyi baslatmak icin Ureme mevsiminin sonunda normal serum T3
konsantrasyonlarinin bulunmasi gerekmektedir. Ancak sonraki ireme mevsiminin
anoOstrus ve zamanlamasinin korunmasinda T3 etki gostermemektedir [166].
Gebelik, kemirgenlerde tiroid hormonlarinin  durumunu degistirmektedir.
Siganlarda gebelik, toplam T4 ve T3 konsantrasyonlari ve geniglemis tiroid bezi
hacmi ile sonuglanmaktadir. Bununla birlikte, insanlardan farkli olarak, gebe
sicanlarda iyot alimi azalmakta ve idrar iyodir atiimi gebeligin son gunlerinde

degismeden kalmaktadir [167].

Tum bunlara ek olarak yuksek miktarda tiroid hormonu uygulamasinin, serum
LH'sinde bir azalma ile hipofizdeki LH'de bir artis (veya dedisme) meydana
getirdigini  gostermektedir. Son olarak, domuz granlloza hucrelerinin
farklilasmasini uyarmak igin tiroid hormonlarinin FSH ile sinerjistik bir etkisi de
bildiriimektedir [168].

Siganlarda fetal hipotiroidizm, lipit ve kolesterol eksikligi olan kiug¢lk ovaryumlarla
sonucglanmaktadir [165]. Cinsel olarak olgunlasmamis sicanlarda PTU ile
induklenen hipotiroidizm ve tiroidektomi gecikmis vajinal aciklik ve daha kuguk
ovaryumlar ve folliklllerle birlikte cinsel olgunlagsmanin yani sira kotu gelismis
uterus ve vajina ile sonuglanmaktadir [169]. Hipotiroidi yapilan yetigkin disi
sicanlar, duzensiz Ostrus donglsu ve ovaryum atrofisi gecirmektedir. Ayrica,
hipotiroid siganlarda buylUk kistik ovaryumlarin gelismesiyle birlikte hCG'ye daha

fazla yanit alinmakta ancak birkag korpus luteum tanimlanmaktadir [170].

Olgun disi hipotiroid fareler infertildir, ancak infertilite nedeni henuz tam olarak
aydinlatimamig olsa da, genc¢ hipotiroid farelerde ise infertilitenin nedeni
ciftesmeden 6nce T4 uygulamasi ile tersine cevrilebilen bozulmus folikiler

gelismeye bagl oldugu dusunulmektedir [171].
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2.7. An Suti

1623 yilinda, sadece kralice ari igin Uretildigi ve arilardan elde edilen Urtnler
arasinda (Resim 2.12), en zengin besin maddesi olarak kesfedilmistir. ingilizce’de
once krallara 6zgl anlamina gelen “Gelatine Reale” adi kullanilmis, daha sonra da

“Royal Jelly-Ari sutu” adi verilmigtir [172].

Resim 2.12. Bal petedi i¢ine salgilanan ari stl [173]

Geng (5-15 gunlik) isci arlarin, hipofaringeal ve mandibular bezlerinden
salgilanan bir maddedir. Kralice ari ve isgi arilar arasindaki farklilagsma, larva
doénemi suresindeki beslenmeyle iliskilidir. Dollenmis ari yumurtalarinin tamami ilk
dort gun boyunca, ari sutlyle beslenir ve timunden kralice ari gelisebilmektedir.
Ancak, sadece larva gelisim déneminin tamaminda ari sitl ile beslenenlerden
kralice ari olusmaktadir [174]. Bu beslenmeden dolayi, kraligce ari ile isci arilar
arasinda birgok agidan onemli farkliliklar gozlenmektedir. Morfolojik gelisimlerinde
arl sutu ile beslenerek larva donemlerini tamamlayan kralice arilarin, Ureme
organlar iyi gelisirken, isci arilarin kovanda yapilan islerle ilgili olarak polen sepeti,
mandibulalari, kulugka salgi bezi ve balmumu salgi bezleri gibi organlari iyi
gelismektir. Yasam sureleri kiyaslandiginda, kralige arilar birkag yil yasayabilirken,
is¢i arilar sadece birka¢ ay yasayabilmektedirler. Ayrica larva donemlerindeki
yasam sureleri de, birbirinden farklilik géstermektedir. Kralige arilarin bu dénemi
15,5 gun iken, is¢i arilar 21 gunde bu donemi tamamlamaktadir. Davranig
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farklarinda ise, kralige arilar ginde birkag bin adet yumurta birakirlarken, is¢i arilar
ara sira yumurta birakmaktadirlar. Kralige arilar kovanla ilgi aktivitelere

katilmazken, isci arilar kovan ile ilgili ortak faaliyetlere katilmaktadirlar [175].

Ari suti morfolojik olarak beyazimsi kemik renginde olup, zamanla sarimtirak
renge donusen, homojen karaktere ve kremsi bir kivama sahiptir. Kendine has
kokuya, yakici-eksimsi bir tada, yaklasik 1,1 g / cm3 yogunluga sahiptir ve suda
kolaylikla ¢ozunebilen karakterdedir [176,177]. Arl suUtinin saklanma kosullar
degistiginde, fiziksel dzelliklerinde de degisim gorulebilmektedir. Mesela 5 °C'de
saklanan ari sutindeki renk ve viskozite, oda sicakliginda saklanan ari sutiinden

farklidir. Ancak -40 °C'de saklanan ari sutinde, degisim gozlenmemektedir [174].

Ari sutunun temel bilesenleri; su, proteinler, karbonhidratlar, yaglar, vitaminler ve
minerallerden olusmaktadir. Bu maddeler; %60-70 oraninda su, %12-15 oraninda
protein, %10-12 oraninda karbonhidrat, %3-7 oraninda lipid, %0,5-2 oraninda
esansiyal aminoasitler, %0,8-4 oraninda tanimlanamayan maddeler olarak ari
sutiiniin igerigini olusturmaktadir [179] (Cizelge 2.1). iginde barindirdigi biyolojik
aktiviteye sahip vitaminlere; tiamin, niasin, riboflavin gibi pek ¢ok 6érnek verilebilir.
Ayrica ari sutinun iginde; kalsiyum, potasyum, sodyum, demir gibi mineraller de
bulunmaktadir [179].

Cizelge 2.1. Ari sGtlinUn bilesimi

icerik Miktari (%)
Su 57-70
Protein 11-17
Karbonhidrat 11-13
Yag 4-5
Mineraller 2,34-3,34
Na, K, Ca, Fe, Cu, Mg, Mn Eser miktarda
Bilinmeyen Maddeler 2-3

Ar sutindn temel bilesenlerinden olan 10-hidroksi-2-dekenoik asit (10 HDA), ari
sutunan kalitesini belirleyen yag asididir (Sekil 2.13) ve uygun sartlarda uretilmis

ar1 sutiinde en az % 1,40 oraninda 10-HDA bulunmalidir [179 ].
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Sekil 2.13. 10-HDA kimyasal yapisi

2.7.1. An situ ve fertilite

Diyabetik siganlarda yapilan ¢alismalarda, ari sitinun testis agirligi, sperm sayisi,
canhlik, motilite, deformite, DNA batunlugu, kromatin kalitesi, serum testosteron ve
testikiler doku MDA duzeyleri gibi Ureme parametrelerini gelistirdigi bildirilmistir
[180].

Erkeklerde astenozoospermiye (ileri hizli sperm oraninin referans degerinin
altinda olmasi) bagh infertilitede, bal ve ari sutinin tedavi edici yonde olumlu
etkileri oldugu [90], ayrica ari sutiinin erkek bireylerde sperm sayisini arttirdigi
bildirilmistir [181]. Erkek sicanlara 1 g/kg ar sitl uygulanmasiyla; testesteron
dizeyi, sperm sayisi/canli sperm oraninin anlamli derecede arttigi, anormal sperm

yuzdesinde ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirtilmistir [182].

Erkek tavsanlarda sicaklik stresine bagl infertiliteyi dnlemek amaciyla degisik
dozlarda (200, 400, 800 mg/kg) ari sutu verilen tavsanlar ile olusturulan gruplarda;
kontrol grubuna gore, sperm motiliteleri, ejekulat hacmi, sperm konsantrasyonu,
seminal plazmanin icerdigi fruktoz orani ve testesteron duzeylerinin artig
bildiriimis ve 200, 400, 800 mg/kg ari sutu verilen gruplarda sirasiyla anormal
spermlerin %24, %24, %15 ve 6lu spermlerin %27, %25, %17 oranlarinda oldugu,
yani istatistiksel olarak anlamli degerlerde ari sutinin azaltici yonde etkili

oldugunu gostermigtir [183].

Duzenli dozlarda ari st verilen diyabetik sicanlarda deneklerin vicut, testis
agirliklari ve serum testosteron duzeylerinin anlamli artis gosterdigi belirtiimigtir
[184].
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Arl sutu, ostrojen reseptorleri ile etkilesim yoluyla ostrojenik aktivitelere, ardindan
da gen ifadelerinde ve hucresel iglevlerdeki degisikliklerin olduguna dair kanit
saglamaktadir [185]. Fakat ar1 sutinin menopoz dénemindeki kadinlarda yasam
kalitesinin iyilestiriimesi igin etkili bir besin takviyesi oldugu fikrini desteklemek igin

daha ileri galigmalarin yapiimasi gerekmektedir.

Ayrica folikilogenezi ve ovaryum hormonlarini arttirdigi bildirilmigtir. Ari sGtd,
olgunlagsmamis disi hayvanlar igin dogal bir bUyume uyaricisi olarak
dUsundlebilmektedir [186].

Yiksek konsantrasyonda (10mg/ml) ari sutu takviyesi glikoliz ve kumulus
hlcrelerinde pentoz-fosfat yolunun aktivetisinin artmasina bagl olarak, oosit
matlirasyon oraninin, fertilizasyon oraninin ve blastosit olusumunun yuksek
seviyede arttigini goéstermiglerdir [187]. Ari sttlinun igindeki biyolojik bilesikler géz
onune alindiginda, daha ylUksek konsantrasyonda ari sutu varliginda oositler daha
yuksek bir hicre igi (glutatyon) GSH duzeyine ve blastosist asamasina kadar
gelisme kapasitesine sahiptir. Fakat kimyasal bilesimler ve ari sutinin biyoaktif
bilesikleri tam olarak aydinlatiimadigindan, biyoaktif bilesikleri ve bunlarin klinik
calismalardaki uygulamalarini tam olarak tanimlamak igin daha ileri ¢calismalara
ihtiyac duyulmaktadir [187].

2.8. Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Turleri

Serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki dengenin serbest radikaller tarafina
bozulmasi oksidatif stres olarak tanimlanmaktadir. Serbest radikaller, dis
orbitallerinde eslenmemis elektron iceren, kisa Omdurll, kararsiz ve aktif
molekullerdir. Bu molekuller yaslanma, dejeneratif hastaliklar, genlerin kararsiz
olmasi ve kanser gibi olusumlarda rol oynamaktadir. Oksijenden olusan radikaller
metabolizmadaki en dnemli serbest radikallerdir. Canli hlicrelerde hem endojen
hem de ekzojen olaylarda devamli reaktif oksijen turleri (ROT) olusmaktadir [188].
Prooksidan/antioksidan dengenin antioksidanlar alehine bozulmasi sonucunda
gelisen oksidatif stres, gesitli mekanizmalar ile biyomolekillerde dejenerasyon
olusturmaktadir. DNA da, diger butiin molekiller gibi kimyasal oksidatif hasara

maruz kalmaktadir. Giin igerisinde ortalama 103 kez DNA molekllinin oksidatif
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hasara maruz kaldigi 6ne sirilmektedir [189]. Siliperoksit anyon radikali (O%),
hidroksil radikali (OHe), nitrikoksit radikali (NO+) veya hidroperoksil (HOO-) gibi
radikaller hucrelerde dogrudan veya dolayh olarak DNA kiriklarinin olugsmasina
neden olmaktadir. Bu hasar sonucunda mutajenite, genotoksisite, karsinojenite ve

yaslanma gibi fizyopatolojik surecler tetiklenmektedir [190].

2.8.1. Serbest radikallerin hiicre ve hucre yapilarinda meydana getirdigi

hasarlar

e DNA'’da hasar olusturmasi,

e Zarin yapisinda ve islevinde degisim olusturmasi,
e Zar proteinlerinde hasar meydana gelmesi,

e Hiucre igi K+ kaybini arttirmasi,

¢ Nukleotid yapili koenzimleri yikima ugratmasi

¢ Platelet kimelesmesini arttirmasi,

e Lipitlerin oksijenle yukseltgenerek bozumasi,

¢ Proteinlerin kimelegsmesi ve ¢apraz baglanmalar yapmasi,

e Hicre tiyol/disulfit oranini degistirmesi,

e Proteinlerin tiyol gruplarinda hasar olusturmasi ve buna bagimli enzimlerin yapi
ve fonksiyonlarini bozmasi,

e Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantinoksidaz gibi

litik enzim aktivitelerini degisime ugratmasi [191-194].
2.9. Suiperoksit Dismutaz (SOD)

ilk kez 1969 yilinda McCord Fridovich tarafindan antioksidan etkisi gdsterilen
stperoksit dismutaz (SOD), metalloenzim ailesinin bir Uyesidir [195]. Oksijen
kullaniminin yiksek oldugu dokularda aktivitesi fazla olup, hucre disi alanda ise
oldukga dusuk aktiviteye sahiptir. SUperoksit radikallerinin hidrojen peroksit (H202)
ve oksijene donlsim reaksiyonu kendiliginden olabildigi gibi, SOD enziminin
kataliziyle de gerceklesmektedir. SOD enziminin katalizi sonucu 4000 kat daha
hizli gergeklesen reaksiyon sonucunda membrandan gegemeyen superoksit

radikali, membrandan gecgebilen H202'e donusmektedir.
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2020 + 2H+ H202 + O2

Olusan H202 ise metal iyonlarinin varliginda oldukg¢a hizli gergeklesen Fenton ve
Haber-Weiss reaksiyonlari sonucu hicrede oksidatif hasar olusturabilecek son
derece zararli hidroksil radikaline dénusmektedir. SOD aktivitesi hlcre icindeki
superoksit miktari dusuk tutulurken hidcre diginda biriken H202’in etkisinin diger
antioksidan enzimler olan katalaz ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleri

sayesinde dengede tutulabilecedi disunilmektedir [196-198].

SOD enzimi vyapisinda bulunan metal iyonlarina goére farkh sekilde
isimlendiriimektedirler (Cizelge 2.2). Hucredeki dagilim vyerlerine, aktif metal
kisimlarina ve aminoasit dizilimlerine gore farkhlik gostererek prokaryotlarda Mn-
SOD ve Fe-SOD, dkaryotlarda ise Mn-SOD, CuzZn-SOD ve ECSOD formlarinda
bulunmaktadirlar [199-201] (Sekil 2.13).

Cizelge 2.2. SOD enzim formlarina ait genel bilgiler

Cu, Zn Mn Cu,Zn Fe
- Okaryot -
Okaryot Prokaryot Okaryot Prokaryot
Sitoplazma Mitokondri Hucre Disi )
32kDa 88kDa 135000kDa 41kDa
21g22.1 60925 4p-q21 -

5 5 3 =
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SOD — Cu*?+ 0% === SOD - Cu*-0:

SOD — Cu* + Oy + 2H* == [SOD — Cu*2— 0;'H20; |

20;" + 2H* === H20; + O;

Mn*2 + 0% €= [Mn*? — O¥]===yp Mn*2 + 0?
Mn*2 + 0% @ [Mn*2 — 0] + 2H =P Mn*2+ H,0;

207"+ 2H* memmp H20; + O;

Fe* + 0, €= [Fe*’ - O’ |==—=3p Fe*2+0;
Fe* + O €3 [Fe** - 0’ ] + 2H*===3 Fe*’ + H,0;

20, + 2H* === H,0,+ O;

Sekil 2.12. SOD izoformlarinin etki mekanizmalari

Yapisinda bulunan metal iyonlarina gore farkli isimlendirilen SOD’un her formu
temelde superoksit radikalinin molekller oksijene ve hidrojen perokside
donusumunlu kataliz etmekte ve hucresel kisimlarda superoksit duzeyinin

kontrolinde onemli rol oynamaktadir.

2.10. 8-Hidroksi-2’-Deoksiguanozin (8-OHdG)

Serbest radikallerin DNA'da olusturdugu oksidatif hasar; baz ve seker lezyonlari,
zincir kiriklarina ve DNA protein ¢apraz baglanmasi gibi ¢oklu lezyonlari igeren
degisikliklere neden olmaktadir. Purinden meydana gelen lezyon 8-hidroksiadenin
(8-OH-Ade) olarak adlandirilir ve DNA’daki adeninin C-8 pozisyonuna hidroksil
radikallerinin eklenmesiyle olugsmaktadir (Sekil 2.14). Bu lezyon, serbest
radikallerin DNA’da meydana getirdigi hasarda deneysel kosullar altinda in vitro ve
in vivo olarak tanimlandigi baglica Granudur [202]. 8-Hidroksi-2’-Deoksiguanozin

ayrica su isimlerle de es anlamli olarak kullaniimaktadir:
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e 8-Hidroksi deoksiguanozin

e 8-Hidroksi-2’-deoksiguanozin

e 8-Hidroksi guanozin

e 8-Ox0-2’ deoksiguanozin

e 7,8-Dihidro-8-ox0-2’-deoksiguanozin
e 7,8-Dihidro-8-oksodeoksiguanozin

e 8-Oxo0-7,8-dihidro-2’ deoksiguanozin

e 8-Oxo0-dG
0 0
N N
HN | \> HN | \>__0H
)\\N N )\\N N
HzN Radical HoN
_—
HOH,C ¢ HOH,C ¢
H
o 2. dG OH g§-OH-dG

Sekil 2.13. 8-oHdG Formulasyonu [203]

8-OHdG, ROT'un DNA'da yaptigi oksidatifbaz hasar Uurlnlerinden en sik
karsilagilan ve mutajenitesi en yuksek olanidir. ROT Uretiminin artmasiyla birlikte
oksidatif DNA hasari olusumu da artabilmektedir. Oksijen kullaniminin fazla
oldugu hucrelerde de 8-OHdG duzeyinin korele bigimde arttigi bildirilmistir [204].
Ayrica 8-OHdG'nin, oksidatif DNA hasari belirteci olarak kullanildigi birgok ¢alisma
bulunmaktadir [205].
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Gruplandirma

Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu tarafindan onaylanan
calismamizda Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Yetistirme ve Deneysel
Aragtirma Merkezinde uretilmig, 30 adet 6-8 haftalik (geng), Wistar Albino cinsi digi
sicanlar kullanildi. Her grupta 6’sar adet sican olacak sekilde toplam 5 grup

olusturuldu.

. Grup: Kontrol grubu
. Grup: Sham kontrol grubu

1
2
3. Grup: Hipotiroidi grubu
4. Grup: Ari st grubu

5

. Grup: Ari sUtl ve hipotiroidi grubu

Deney hayvanlari standart kafeslerde 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ve i1sisI 22
- 24°C olan fizyolojik ortamlarda tutuldular. Deneklerin serbest diyet ve su ile

beslenmeleri saglandi.
3.2. Hipotiroidi Modeli Olusturma

Hipotiroidi modeli olusturulan gruplardaki siganlara 30 gun boyunca, herbir sigana
10mg/kg/giin 6-propil-2-tiyourasil (PTU) olacak sekilde 0.1 N sodyum hidroksit
(NaOH) iceren %0.9 sodyum klorar (NaCl) c¢ozeltisi icinde ¢ozundurllerek

intraperitoneal (i.p.) yolla verilmigtir.

Ari Sutd grubundaki siganlara 30 gun boyunca 100 mg/kg ari sutl distile su

icerisinde ¢ozulerek gavaj yolu ile verilmigtir.

Hipotiroidi-Ari Sttd Grubundaki siganlara ise 30 gin boyunca es zamanl olarak
i.p. olarak 10 mg/kg 6-propyl-2-tiyourasil (PTU) , 0.9 M serum fizyolojik icinde
eritilmis ilagtan 0.5 ml ile birlikte 100 mg/kg ari sutu distile su igerisinde ¢ozulerek

gavaj yolu ile verildi.
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Hipotiroidi modelinin olusup olusmadigini saptamak igin periyodik olarak kuyruk
venlerinden alinan kan orneklerinde TSH, serbest T4 ve serbest T3 duzeylerine
bakilmigtir. TSH dizeyleri 10 ulU/mL ve Gzeri olan siganlarda hipotiroidi modelinin

olustugu kabul edilmigtir.

Deney suresi sonunda denekler genel anestezi altindayken karin bolgeleri agilarak
ovaryumlari c¢ikarildiktan sonra i.p. alfazin (Seri No: 1610302-04 Woerden,
Almanya) ve alfamin (Seri No: 1705176-01 izmir, Tirkiye) enjeksiyonu ile
uyutularak otenazi gerceklestirildi. Tum deneklerden alinan ovaryum ornekleri

%10’luk notral formaldehit icerisine konuldu.
3.3. Isik Mikroskobik Yontem

immiinohistokimyasal boyamalar icin alinan doku drnekleri éncelikle alisilagelmis

IStk mikroskop izleme iglemlerinden gegirilerek parafin bloklar hazirlandi.

Bu amagla %10 ’luk noétral formaldehitte 72 saat sureyle tespit edilen doku
ornekleri bir gece akarsu altinda yikanarak tespit maddesinden arindirildilar ve
takip islemlerinden sonra parafin bloklara gémulduler. Mikrotom (Leica SM 2000,
Germany) ile 4 ym kalinhdinda alinan kesitler histomorfolojik inceleme igin normal

lamlara yerlestirildi ve Hematoksilen Eozin ile boyandi.

Mallory Azan boyamasi i¢in, deparafinize edilen kesitler dereceli alkol serilerinden
gegcirilerek hidrate edildikten sonra %0.1 (w/v) Azokarmin G solusyonu ile 1 saat
60°C’de boyandi. Ornekler suyla yikandiktan sonra %95 etanol igindeki %0.1 (v/v)
anilin yagi ile differansiye edildikten sonra %1 asetik alkol ile durulanip 1 saat %5
fosfomolibdik asitle mordanlandilar. Tekrar sudan gecirilen kesitler 1 saat anilin
mavisi-orange G solusyonunda boyandi, suda yikanip dehidrate edildi, ksilol ile

seffaflandinlip entellan ile kapatildi.
3.4. immunohistokimyasal Yéntem

Doku o6rnekleri, oda 1sisinda, %10’ luk nétral formalin solusyonu igerisinde 72 saat
sureyle tespit edildi. Daha sonra alisilagelmis 1sik mikroskop izleme yonteminden

gecirilerek parafin bloklar elde edildi. Hazirlanan bloklardan mikrotomla (Leica SM
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2000, Germany) polizinli lamlara 4 pym kalinhdinda kesitler alindi. Deparafinize
edilmesi amaciyla, kesitler bir gece 37 °C ve ertesi gun 1 saat 60 °C olacak sekilde
etlvde bekletildi ve deparafinizasyonu tamamlamak igin 2 kez 15’ er dakika ksilol'e
etkin birakildi. Dehidrate edilmesi amaciyla dokular 10’ar dakika olacak sekilde
sirasiyla %100, %96, %80, %70 ve %50’lik alkol serilerinden gegirildiler.

Dehidrate edilen dokular alkolden arindirilmak icin 5' X 2 kez distile sudan
gegcirildikten sonra, Pap - pen (Super PAP - pen, PN IM3580, Becman Coulter

Company, France) ile kesit Gzerindeki dokularin gevresi ¢izildi.

Daha sonra, SOD-1 (Lot: GR80256-42, Abcam, rabbit b, Cambridge, England) ve
8-OhdG (Lot: AG06295202, Bioss, rabbit Polyclonal, Woburn, USA) primer
antikorlar icin 15 dakika %3’luk hidrojen peroksit (Ref: TA- 125- HP, Lot:
HP18180, hydrogen peroxide block, Thermo Scientific, Fremont, CA) etkin
birakilan dokularda endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. islem sonrasinda

camlar PBS (Phosphate buffer saline, pH: 7.4) ile yikand.

Yikanan camlara 5 dakika Ultra - V block (Ref: 859043, Lot: 1838146A, Ultra V
Block, Life Techonologies, USA) uygulanarak 6zgln olmayan baglanmalarin
engellenmesi saglandi. Bu islemden sonra dokular yikanmadan primer antikor
asamasina gegilerek; SOD-1 ve 8-OhdG primer antikorlarina etkin birakildi. Daha
sonra PBS ile yikanan camlara 20 dakika biyotinli sekonder antikor (Ref: 859043,
Lot: 1838146A Broad Spectrum Second Antibody, USA) uygulanarak primer
antikora baglanmasi saglandi. PBS ile yikanan camlar 20 dakika suresince
streptavidin peroksidaz enzim kompleksine (Ref: 859043, Lot: 1838146A, HRP-
Streptavidin, USA) etkin birakildi, bdylece camlarda enzimin biyotine baglanmasi
saglandi. Son olarak ortama kromojen DAB (Ref: ACK125, Lot: 40870, Scytek,
Utah, USA) eklenerek yaklasik 10 dakika bekletildi ve gbzle gdrulebilir Grindn

ortaya gikmasi saglandi.

Zemin boyasi olarak Mayer’'in Hemotoksileni (0B52Y092, Merck) kullanildi. Lamlar
entallan (Lot: HX378130, Merck, Germany) ile kapatilip, bilgisayar donanimli,
kamera atagmanli foto-isik mikroskopta (DM 4000 B, Leica, Weetlar, Germany,

DFC280 Plus Camera, Leica, Weetlar, Germany) fotograflanarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histomorfolojik Bulgular

Calismada kullanilan ratlardan elde edilen ovaryum doku érneklerinden hazirlanan
preparatlar H&E ve Mallory Azan ile boyanmis ve vyapilan histomorfolojik

degerlendirmelerde;

Kontrol, sham kontrol ve ari sutl uygulanan gruplarda ovaryumu cgevreleyen
germinal epitelin normal yapida oldugu gozlendi. Kortekste yer alan ovaryum
folikulleri normal histolojik yapida olup, sekonder folikullere ait teka interna ve
eksterna yapilarinin sinirlarinin belirgin oldugu gozlendi. Folikilleri ve damarlari
cevreleyen bag dokuya ait kollajen liflerin normal yapida ve sayida oldugu
saptandi. Ayrica medullada bulunan ven ve arter yapilarinin da normal histolojik

gorunumde oldugu belirlendi (Resim 4.1— 4.6).



50

Resim 4.1. Kontrol grubuna ait hemotoksilen-eozin boyamalari

: Primordial Folikul
) . Unilaminar Primer Folikul
—) : Multilaminar Primer Folikul
—) : Sekonder Folikil



Resim 4.2. Kontrol grubuna ait Mallory Azan Boyamalarinda; Primordial Folikdil
(PF), Unilaminar Primer Folikal (UPF), Sekonder Folikul (SF), Graaf
Folikili (GF), Korpus Luteum (KL), Medulla (M), Antrum (A)
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Resim 4.3. Sham kontrol grubuna ait hemotoksilen-eozin boyamalari

s> - Primordial Folikill

——: Unilaminar Primer Folikl
—): Multilaminar Primer Folikul

@ : Sckonder Folikiil
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Resim 4.4. Kontrol Sham grubuna ait Mallory Azan boyamalarinda, Primordial
Folikdl (PF), Multilaminar Primer Folikil (MPF), Sekonder Folikul (SF),
Graaf Folikulu (GF), Korpus Luteum (KL), Medulla (M), Antrum (A)



Resim 4.5. Ari sutu grubuna ait hemotoksilen-eozin boyamalari

s> - Primordial Folikil
e - Unilaminar Primer Folikill
) - \Multilaminar Primer Folikdl
@=———=pp : Sckonder Folikiil



Resim 4.6. Arl sutl grubuna Ait Mallory Azan boyamalarinda; Primordial Folikdl
(PF), Unilaminar Primer Folikil (UPF), Sekonder Folikil (SF), Graaf
Folikalu (GF), Korpus Luteum (KL), Medulla (M), Antrum (A)

PTU induklenen gruba ait ovaryum doku 6érneklerinden alinan kesitlerde germinal
epitelin cogunlukla yassi tipte ve bircok bodlgede ovaryum yuzeyinden ayrilarak
dokintiye ugradigi gozlendi. Kortekste yer alan folikil tiplerinin ayirt
edilemeyecek sekilde birbiriyle kaynasmis oldugu saptandi. Benzer sekilde
granuloza hucreleri ile teka tabakalarinin da normal dizenlenimleri digina gikarak
birlestigi ve sinirlarinin net olarak ayirt edilemedigi gozlendi. Bazi sekonder
foliklllere ait antrumlarda kanama ve granulloza htcrelerine ait dokintl oldugu
izlendi. Primer oositlerin bircogunda hipertrofi ve ddem belirlendi. Ayrica atretik
folikul sayisinin artmis oldugu bununla birlikte folikilleri ve damarlari ¢evreleyen
bag dokuya ait kollajen liflerin gérece son derece azalmis oldugu tespit edildi. Tim
folikul tiplerine ait granuloza hucrelerinin hipertrofik oldugu, c¢ekirdek yapilarinda
kayiplarin meydana geldigi ve nekrotik bir yapi sergiledikleri gdzlendi. Granuloza
hlcreleri ile teka interna arasinda yerlesim gdsteren bazal membranin devamllik
gostermedigi saptandi. Medullada ¢ok sayida dilate ven ve arter yapisi belirlendi
ancak bu damarlara ait endotelde 6deme rastlanmadi. Bu bolgede bag dokunun
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retikuler liflerden olustugu, yine kollajen liflerin gorece son derece azaldigi tespit
edildi (Resim 4.7, 4.8).

Resim 4.7. PTU induklenen gruba ait hemotoksilen-eozin boyamalari

s : Primordial Folikiil

) - |nilaminar Primer Folik{il
——) : Multilaminar Primer Folikl

@=——==Pp: Sckonder Folikil
@y . Ovaryum ylizeyinden ayrilarak dokintiiye ugrayan germinal epitel



Resim 4.8. PTU induklenen gruba ait Malory Azan Boyamalarinda; Unilaminar
Primer Folikil (UPF), Sekonder Folikil (SF), Graaf Folikali (GF),
Korpus Luteum (KL), Medulla (M), Antrum (A)

ﬁ : Ayirt edilemeyen folikil yapisi

=) : Normal diizenlenimleri bozulan graniloza ve teka hcreleri

) : Medullada bulunan kollajen lifler
PTU ile birlikte ari sutli uygulanan gruba ait ovaryum dokusunun histomorfolojik
incelemelerinde, PTU ile indUklenen gruptan farkl olarak folikdl tiplerinin ayriminin
yaplilabildigi gbzlendi. Bu gruba ait primordial ve unilaminar primer foliktller normal
yapilari ile ayirt edilirken, multilaminar primer ve sekonder foliklllere ait granuloza
hicrelerinde hipertrofi ve 6dem, ¢ekirdek ve sitoplazma kaybi en belirgin bulgu
olarak belirlendi. Folikullere ait primer oositlerin genellikle hipertrofik yapida
oldugu, zona pellusidadan ayrilma gdsteren 6demli yapi sergiledigi tespit edildi.
Folikil ve damar duvari gevresindeki bag doku normal histolojik yapilarinda
gbzlendi. Baz folikillere ait granuloza hiicreleri ile teka interna arasindaki bdélgede
yer yer ayrilma ve dizensizlik tespit edildi (Resim 4.9, 4.10).
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Resim 4.9. PTU ile birlikte Ar sutu verilen gruba ait hemotoksilen-eozin
boyamalari

: Primordial Folikl

g - Unilaminar Primer Folikdil

——) : Multilaminar Primer Folik{l

@=—=p : Sckonder Folikul

PP Atretik Folikdl



Resim 4.10. PTU ile birlikte ari sutd verilen gruba ait Mallory azan boyamalarinda;
Primordial Folikul (PF), Unilaminar Primer Folikul (UPF), Sekonder
Foliktl (SF), Atretik Folikil (AF), Korpus Luteum (KL), Medulla (M),
Antrum (A)

——é : Multilaminar primer ve sekonder folikillere ait graniiloza hiicrelerinde hipertrofi ve
ddem
) : Multilaminar primer ve sekonder foliklllere ait graniiloza hiicrelerinde gekirdek ve
sitoplazma kaybi
) : Medullada bulunan kollajen lifler

4.2. Iimmiinohistokimyasal Bulgular
4.2.1. SOD-1 bulgulan

Kontrol, sham kontrol ve ari suti uygulanan gruplarin ovaryum kesitleri

immunohistokimyasal olarak SOD-1 immunreaktivitesi yapilan degerlendirmelerde;

unilaminar ve multilaminar primer foliklller ile sekonder folikillere ait grantloza
hicrelerinin bir kisminda zayif sitoplazmik tutulum gdzlenirken, teka interna ve
eksterna, medulla stromasi ve foliklller arasi bag dokuda ise immunreaktiviteye

rastlaniimadi. Yine ovaryum yuzeyini ¢evreleyen germinal epitelin hemen hemen
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tamaminda zayif sitoplazmik SOD-1 tutulumu belirgin olarak izlendi (Resim
4.11.,4.12,4.13.).

Resim 4.11. Kontrol grubu SOD-1 agisindan immunohistokimyasal boyamalarinda;
Unilaminar Primer Folikil (UPF), Sekonder Folikul (SF), Korpus
Luteum (KL), Medulla (M), Antrum (A), Teka interna (Ti), Teka
Eksterna (TE)



Resim 4.12. Sham kontrol grubu SOD-1 agisindan immunohistokimyasal
boyamalarinda; Multilaminar Primer Folikil (MPF), Sekonder
Foliktl (SF), Zona Pelusida (ZP), Korpus Luteum (KL), Medulla
(M), Antrum (A)
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Resim 4.13. An Suatd grubu SOD-1 agisindan immunohistokimyasal
boyamalarinda; Multilaminar Primer Folikil (MPF), Sekonder
Folikdl (SF), Zona Pelusida (ZP), Medulla (M), Antrum (A)

PTU induklenen deney grubunda yapilan incelemelerde, germinal epitelde giddetli
SOD-1 immunreaktivitesi tespit edildi. FolikUllerin ayrimi ¢ok net yapilamamakla
birlikte, tim folikdl tiplerinin tamamina ait grantloza hucrelerinde ortadan siddetliye
degisen sitoplazmik ve nikleer SOD-1 immunreaktivitesi gdzlendi. Benzer sekilde
sekonder folikullerin teka yapilarina ait bazi hiicrelerde, ortadan siddetliye degisen
sitoplazmik immunreaktivite izlendi. Medulla stromasi ve foliklller arasi bag
dokuda immunreaktivite izlenmezken, korpus luteumda zayiftan ortaya degisen
sitoplazmik SOD-1 tutulumu tespit edildi (Resim 4.14).



Resim 4.14. PTU induklenen grubun SOD-1 acisindan immunohistokimyasal
boyamalarinda; Multilaminar Primer Folikil (MPF), Zona Pelusida (ZP),
Korpus Luteum (KL), Medulla (M), Antrum (A)

: SOD-1’in germinal epitel, teka hiicreleri ve medulla stromasinda siddetli

immunreaktivitesi
Hipotiroidi ile birlikte ari sutu uygulanan gruba ait ovaryum dokularindaki
folikullerin graniloza hucrelerine ait SOD-1 tutulumunun sitoplazmik dizeyde ve
¢ogunlukla zayif ve orta siddette oldugu belirlendi. Sekonder foliklllere ait teka
interna ve eksternada ise zayif sitoplazmik tutulum izlendi. Yine korpus luteumda
zayif SOD-1 immdunreaktivitesi ayirt edilirken, germinal epitelde orta siddette
tutulum tespit edildi (Resim 4.15).
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Resim 4.15. PTU ile birlikte ar suti verilen grubun SOD-1 agisindan
immunohistokimyasal boyamalarinda; Unilaminar Primer Folikdl
(UPF), Multilaminar Primer Folikul (MPF), Sekonder Folikul (SF),
Zona Pelusida (ZP), Teka interna (Ti), Teka Eksterna (TE),
Medulla (M), Antrum (A)

% : SOD-1’in germinal epitel, teka hicreleri ve medulla stromasinda zayif
immunreaktivitesi

4.2.2. 8-OHdG bulgulan

Kontrol, sham kontrol ve ari sutd uygulanan gruplarin ovaryum kesitleri
immunohistokimyasal olarak 8-OHdG immunreaktivitesi yapilan
degerlendirmelerde;

germinal epitelde yaygin olarak zayiftan ortaya degisen siddette 8-OHdAG
immunreaktivitesi ayirt edilirken, tim folikll tiplerine ait bazi granuloza
hicrelerinde ve korpus luteumda oldukga zayif tutulum goézlendi. Sekonder
foliktllere ait teka interna ve eksterna ile medulla stromasi ve folikuller arasi bag
dokuda ise 8-OHdG immuUnreaktivitesi tespit edilmedi (Resim 4.16,4.17,4.18).



Resim 4.16.
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Kontrol grubunun 8-OHdG acgisindan immunohistokimyasal
boyamalarinda; Unilaminar Primer Folikal (UPF), Sekonder Folikiil
(SF), Zona Pelusida (ZP), Teka interna (TI), Teka Eksterna (TE),
Medulla (M), Antrum (A)
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Resim 4.17. Sham kontrol grubunun 8-OHdG agisindan immunohistokimyasal
boyamalarinda; Multilaminar Primer Folikal (MPF), Sekonder Folikal
(SF), Zona Pelusida (ZP), Medulla (M), Antrum (A)

Resim 4.18. Arn situ grubunun 8-OHdG agisindan immunohistokimyasal
boyamalarinda; Multilaminar Primer Folikil (MPF), Sekonder
Folikiil (SF), Zona Pelusida (ZP), Teka interna (Ti), Teka Eksterna
(TE), Medulla (M), Antrum (A)



67

PTU induklenen deney grubuna ait ovaryum dokusundaki tum folikul tiplerine ait
granuloza hucrelerinin  neredeyse tamaminda ve ooplazmada nukleer ve
sitoplazmik dizeyde ortadan siddetliye degisen 8-OHdG tutulumu gdzlendi.
Sekonder foliklillere ait teka interna ve eksterna yapilarindaki hcrelerin
birgcogunda ortadan siddetliye degisen duzeyde nukleer ve perinukleer
immunreaktivite gorulirken, diger hucrelerde ise zayif 8-OHdAG tutulumu izlendi.
Bu grupta korpus luteumun yani sira diger grup ve boyamadan farkli olarak
medulla stromasinda da ¢ok sayida hicrede ortadan siddetliye degisen dizeyde
imUnreaktivite gozlendi. Yine germinal epitelde siddetli 8-OHdG tutulumu tespit
edildi (Resim 4.19).

Resim 4.19. PTU induklenen grubunun 8-OHdG acisindan immunohistokimyasal
boyamalarinda; Multilaminar Primer Folikil (MPF), Korpus Luteum
(KL), Zona Pelusida (ZP), Teka interna (Ti), Teka Eksterna (TE),
Medulla (M), Antrum (A)

é : 8-OHdG’nin germinal epitel, teka hicreleri ve medulla stromasinda siddetli
immunreaktivitesi

Hipotiroidi olusturulan ve ari sitl uygulanan grupta 8-OHdG immdunreaktivitesinin
Ozellikle medulla stromal hucrelerinde ve folikulleri gevreleyen bag dokuda, PTU

indUklenen gruba kiyasla daha az sayida hlicrede zayif immunreaktivite gosterdigi
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tespit edildi. Folikullere ait graniloza hucrelerinde ve ooplazmada ise tutulumun
ortadan siddetliye degisen dizeyde oldugu gozlendi. Yine korpus luteumda da
ortadan siddetliye degisen immunreaktivite izlendi. Teka interna ve eksternadaki 8-

OHdG tutulumunun ise oldukga zayif oldugu belirlendi (Resim 4.20).

Resim 4.20. PTU ile birlikte ar sutu verilen grubun 8-OHdG agisindan
immunohistokimyasal boyamalarinda; Multilaminar Primer Folikul
(MPF), Zona Pelusida (ZP), Teka interna (Ti), Teka Eksterna (TE),
Medulla (M), Antrum (A)

é : 8-OHdG’nin germinal epitel, teka hlcreleri ve medulla stromasinda zayif
immdanreaktivitesi

4.3. Folikullerin Dagilm Grafikleri

Calismada kullanilan deney hayvanlarindan alinan ovaryum dokusu kesitlerindeki;

Primordial foliktllerin grup ici dagilimlari incelendiginde, kontrol ve sham kontrol
gruplarinin primordial folikll sayisi daha homojen bir dagiim goésterirken, PTU ve
PTU ile birlikte ar sutu verilen gruplarda ise grup ici degisken dagilim gézlenmistir
(Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Tum gruplara ait Primordial Foliktl dagilimlar

Unilaminar primer foliklllerin gruplar arasi dagilimlari incelendiginde; PTU
indUiklenen grubun sham kontrol grubuna kiyasla unilaminar primer folikdl
sayisinda azalma oldugu, fakat PTU ile birlikte ari sutu verilen grubun unilaminar
primer folikil sayilarinda ari siti grubuna kiyasla bir degisim gdstermedigi
belirlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Tum gruplara ait Unilaminar Primer Folikal dagihimlari

Multilaminar primer foliktllerin grup i¢i dagilimlari incelendiginde; tim gruplara ait
multilaminar primer folikil sayilarinda grup ici dedisken dagilim goézlenmistir (Sekil
4.3).
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Sekil 4.3. Tum gruplara ait Multilaminar Primer Folikul dagilimlari
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Sekonder folikullerin grup ic¢i dagihimlari incelendiginde; tim gruplara ait sekonder

foliklil sayisinin degisken dagilim gésterdigi belirlenmigtir. Ote yandan, gruplar

aras! dagihimda ise PTU induklenen gruba ait sekonder foliklil sayisinin diger

gruplara kiyasla azalma gdsterdigi, ari suti ve PTU ile birlikte sadece ari sutu

verilen gruplardaki sekonder folikll sayisinda ise artis oldugu belirlenmistir (Sekil

4.4).
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Sekil 4.4. Tum gruplara ait Sekonder Folikul dagilimlari

Tersiyer folikullerin grup i¢i dagihmlari incelendiginde; tim gruplara ait tersiyer
folikullerin deg@isken sayida dagilim gosterdigi belirlenirken, PTU induklenen gruba
ait tersiyer folikll sayisinin diger gruplara kiyasla azalma goésterdigi belirlenmistir
(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Tum gruplara ait Tersiyer Folikul dagilimlari

4.4. istatistiksel Bulgular

Deneklerden alinan kan ornekleri degerlendiriimesi sonucunda serum TSH,
serbest T3 ve serbest T4 dizeyleri tespit edildi. Tek yonli ANOVA (Bonferroni
post hoc test) istatistiksel analizi sonucunda; gruplar arasi serum TSH
seviyelerinde bir farklilik gézlenmezken (Sekil 4.6), serbest T4 seviyelerinin PTU
ve PTU ile birlikte arn sutu verilen gruplarda kontrole kiyasla anlaml bir azalma
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7). Serum TSH seviyelerine benzer sekilde serbest

T3 seviyeleri de gruplar arasinda bir farklilik géstermemistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.6. Serum TSH duzeyleri
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Sekil 4.7. Serum serbest T4 duzeyleri a: p<0.05; b: p<0.001; c: p<0.001

Serum fT3 Duizeyleri
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Sekil 4.8. Serum serbest T4 duzeyleri
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5. TARTISMA

Tiroid hastaliklari kalp, beyin, bagirsaklar ve ureme sistemiyle ilgili organlar basta
olmak Uzere birgok organi etkilemektedir [206]. Hipotiroidi, kanda tiroid
hormonlarinin disuk seviyede gorulmesine bagli olarak olusan ve birgok sistemde
bozukluga neden olan klinik bir tablo olusturmaktadir [207]. Kadinlarda

erkeklerden daha sik gorulmektedir [208].

Tiroid hormonlarinin yapimi ve salinimi hipotalamo-hipofizer-tiroid aksi ve periferik
dokulardaki tiroid hormon seviyesi ile duzenlenmektedir [209]. Kanda T3 ve T4
seviyesinin azalmasi negatif feedback mekanizma ile TSH yapimini stimule

ederken, artmasi da TSH salinimini baskilamaktadir [210].

Oksidatif stres, reaktif oksijen turleri/reaktif nitrojen tlrleri (ROS/RNS) ile
antioksidan duzeyleri arasindaki dengenin, organizmada ROS/RNS lehine olmasi
durumudur. Bu sebeple, lipid, protein ve DNA’'da olusan hasarlar da oksidatif
hasar olarak tanimlanmaktadir [128]. Tiroid metabolizmasinin gesitli nedenlerle
bozulmasina bagl olarak olusan hipotiroidizm ve hipertiroidizm, insan [129] ve
evcil hayvanlar [130] igin dunya ¢apinda 6nemli metabolik hastaliklar arasinda yer

almaktadir.

Tiroid hormonlart aracihgr ile bazal metabolizmanin hizlanmasi sonucunda
mitokondriyal solunum zincirinde ortaya c¢ikan reaktif oksijen tdrleri, vicutta
oksidatif stresin olusmasina neden olabilmektedir. Bozulan oksidan/antioksidan
dengesi sonucu hlcresel hasarlar ve gesitli patolojik durumlar ortaya ¢ikmaktadir.
ROS lipid peroksidasyonuna [132], proteinlerin karbonilasyonuna veya
glutatyonilasyonuna [133] ve DNA’da baz hasarlarina [134] sebep olmaktadir.
Hipotiroidizmde bazal metabolik hiz dismekte ve buna bagl olarak lipid
peroksidasyon seviyesinde ve serbest radikal Uretiminde de azalma olugsmaktadir.
Hipotiroidizm ayrica, doku proteinlerinin miktarinda da duguse yol agmaktadir. En
onemlisi de, SOD aktivitesinde diisise neden olarak hicre membranini oksidatif

hasara karsi1 hassas duruma getirmektedir [135].



76

1999 yilinda Cecconi ve arkadaslarn T3’Un granutloza hucrelerinde aromataz
aktivitesini inhibe ettigini gostermislerdir [144]. T3 gen ekspresyonu yuksek oranda
nikleer tiroid hormon reseptdrleri ailesi aracihigiyla diizenlenmektedir. insan TR «
geni kromozom 17'de ve TR B geni kromozom 3'te bulunmaktadir. Memeliler 3
degisik reseptor izoformu eksprese etmektedir (TRa-1, TRB-1 ve TRB-2) [47]. iki
TR izoformu, a-1 ve B-1, insan mural granuloza hucrelerinde saptanmistir [143].
Oositler ve kumulus hicreleri TR mRNA eksprese eder ve folikller sivi degisken

ama anlamli miktarda serbest T3 icermektedir [147].

Tiroid hormonlarinin asiri artiginin digi Ureme yolunun fetal gelisimi Gzerindeki
etkilerine dair az sayida veri bulunmaktadir. Bakke ve arkadaslarinin 1973 yilinda
yaptidi bir calismada genc disi farelere verilen kiguk tiroid hormon dozlari, erken
vajinal acilim ve 0Ostrus dongusunun baglangici ile erken cinsel olgunluk
kazanimina neden oldugunu gdstermektedir. Asiri tiroid hormonu alan farelerin
yumurtaliklari, ¢ok sayida korpus luteum ve folikGlU ortaya g¢ikardidi, erigkin disi
sicanlarda, yliksek T4 dozlarinin uygulanmasi, birka¢ olgun folikll veya korpus
luteum ile uzun sureli diéstrus ile sonuglandigi bildirilmigtir [170]. S6z konusu
calismamizda da PTU ile deneysel hipotiroidi indUkledigimiz disi si¢anlarda
hipotroidi grubuna ait deneklerin ovaryum dokusunda atretik folikillerin ve korpus

luteum sayisinin arttigr gézlemlenmistir.

2001 yilinda Jiang ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada, hipotiroidi olusturulmus
geng farelerde infertilitenin nedeni cifttesmeden 6nce T4 uygulamasi ile tersine
cevrilebilen bozulmus folikuler gelismeye bagli oldugu gosterilmigstir [171]. Benzer
sekilde yaptigimiz g¢alismada olusturdugumuz hipotiroidi grubundaki en belirgin
bulgu, kortekste yer alan ovaryum folikullerinin birbirleri ile foliktl tiplerini ayirt
edemeyecek kadar birlesmis olmasiydi. Yine graniloza hicreleri ile teka interna
ve eksterna yapilarinin da normal duzenlenimleri digina ¢ikarak birlestigi ve
sinirlarinin net olarak ayirt edilemedigi gézlemlenmistir. Ayrimi yapilabilen bazi
sekonder folikullere ait antrumlarda kanama ve granuloza hucrelerine ait dokuntu

oldugu belirlenmistir.

Dijkstra ve arkadaslarinin 1996 yilinda yaptiklari ¢alismada, PTU verilen siganlarin

ovaryumlarinda kontrol grubundaki siganlarin ovaryumlarina nispeten daha az
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sayida sekonder, antral, atretik antral ve atretik folikuller igerirken, korpus luteum
icermediklerini 6ne sirmuslerdir [165]. Ote yandan bizim yapti§imiz ¢alismada ise,
hipotroidi olusturulmus deneklere ait ovaryum dokusunda atretik folikullerin
sayisinin arttigi izlenmistir. Ayrica folikUlleri ve damarlari ¢evreleyen bad dokuya

ait kollajen liflerin azaldigi tespit edilmigtir.

Memeli ovaryumunun temel fonksiyonu olgun oosit Uretimi ve steroid hormon
biyosentezidir. Bu fonksiyonlar belli hormonal kontrol altinda kompleks bir sireg
olarak folikil gelisimi ile ilgilidir. Folikil gelisimi ve farklanmasinin
duzenlenmesinde hipofizden salgilanan gonadotropinler temel rol oynarken, cesitli
hormonlarin ve buylume faktorlerinin ovaryum folikil gelisiminde etkili oldugu
gosterilmistir  [134]. Ovaryum folikullerinin  gelisiminde ve kumulus-oosit
kompleksinin  (COC) olgunlasmasinda da T3 gereklidir. T3'Uun COC
olgunlagmasinin veya ovulasyonun etkiledigi molekuler mekanizmalari tanimlamak
hem tani hem de in vitro fertilizasyon (IVF) ve embriyo transferi i¢cin uygun
kosullarin tanimlanmasinda yararli olacagi dusunulmektedir. Buna kosut PTU ile
indUklenmis denekler ile yaptigimiz galismada da ovaryum folikallerinin birbirleri ile
folikul tiplerini ayirt edemeyecek sekilde kaynasmis oldugunu, ayrimi yapilabilen
bazi sekonder foliklllere ait antrumlarda ise kanama ve granuloza hucrelerine ait
dokuntuler oldugu izlenmigtir. Folikillere ait primer oositlerin gogunda da hipertrofi
ve 0dem tespit edilmistir. Hipotiroidi grubundaki deneklerin ovaryumlarindaki tim
folikdl tiplerinde graniloza htcrelerinin hipertrofik oldugu, cekirdek yapilarinda
kaybin meydana geldigi ve nekrotik bir yapi sergiledikleri belirlenmistir. Granuloza
hicreleri ile teka interna arasinda yerlesim gosteren bazal membranin ise

devamlilik sergilemedigi izlenmistir.

Metalloenzim ailesinin bir Gyesi olan SOD [195] aktivitesi, oksijen kullaniminin
yuksek oldugu dokularda fazla, hucre diginda ise oldukc¢a duslk aktiviteye sahiptir.
Superoksit radikallerinin H202 ve oksijene donusum reaksiyonu kendiliginden
olabildigi gibi, SOD enziminin kataliziyle de gergeklesmektedir. SOD enziminin
kataliziyle ¢ok hizli gergeklesen reaksiyon sonucunda membrandan gegemeyen

superoksit radikali, membrandan gecebilen H202'e dénusmektedir.
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Meydana gelen H202 ise metal iyonlarinin varliginda oldukga hizli gergeklesen bir
takim reaksiyonlar sonucunda hucrede oksidatif hasar olusturabilecek son derece
zararh olan hidroksil radikaline donusmektedir. SOD aktivitesinin, hlcre igindeki
superoksit miktari duslk tutulurken hicre disinda biriken H202’in etkisinin diger
antioksidan enzimler olan katalaz ve GSH-Px enzimleri sayesinde dengede
tutulabileceg@i dusunulmektedir [196-198].

Yapisinda bulunan metal iyonlarina goére farkli formlari bulunan SOD’un, her formu
temelde superoksit radikalinin molekller oksijene ve hidrojen perokside
donugumunu kataliz etmektedir. Hucresel alanlarda superoksit duzeyinin

kontrolinde 6nemli rol oynamaktadir [201].

insanlarda hipotiroidizm ve oksidatif stres ile ilgili bircok veri bulunmakla birlikte, bu
veriler arasinda kesin bir iliski kurulamamistir. Ornegin; Baskol ve arkadaslarinin
2007 yilinda primer hipotiroidili 33 hastadan 18'i 6tiroid durumundan, yani en az 6
aylik tiroksin replasmanindan sonra tekrar degerlendirdikleri calismada, 26 saglikli
bireyin serum SOD aktivitesi ile karsilastirmislardir. SOD aktivitesi, tedaviden 6nce
Olcllen hastalarda kontrollere kiyasla farkli bulunmadigini bildirmislerdir. Tedavi
oncesi ve kontrol duzeyleriyle karsilastirildiginda ise SOD aktivitesinin tedaviden

sonra anlamli olarak daha ylUksek oldugunu bildirmiglerdir [212].

Benzer sekilde, Gerenova ve Gadjeva 2007 yilinda 71 hasimato hastasi Uzerinde
yaptiklari bir ¢galismada, plazmadaki lipit peroksidasyonu (malondialdehid, MDA)
ve eritrositlerdeki SOD, katalaz (CAT) ve GSH-Px aktiviteleri gibi antioksidan
degderlerini dlcmugler ve hasimatolu bireyler ile saglikli bireylerin serum MDA ve
SOD enzimlerinin reaktivitelerinde anlamli bir fark bulunmadigini gostermiglerdir.
Buna karsilik hasimatolu hastalarda CAT aktivitesi azalirken, GSH-Px aktivitesinin
arttigini belirtmiglerdir. Hagimato hastaliginin erken evresinde antioksidan destek
tedavisi ile hormon replasman tedavisinin birlikte verilmesinin hastaligin

ilerlemesini 6nleyebilecedi sonucuna varmiglardir [213].
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Ote yandan, 2017 yilinda Oktay ve arkadaslarinin yapti§i ¢alismada, deneysel
hiper ve hioptiroidi olusturulan ratlardan alinan cgesitli doku (bdbrek, karaciger,
beyin) érneklerinde, hipertiroid grubundaki ratlara ait dokularda SOD aktivitesinin
arttigini fakat hipotirid grubundaki ratlara ait dokulardaki SOD aktivitesinin ise

belirgin sekilde azaldigini bildirmislerdir [214].

2015 yilinda Kong ve arkadaglar yaptiklari ¢calismada deneysel hipotiroidi ve
hipertiroidi olusturduklari farelerin, kontrol grubu ile hipo-T ve hiper-T gruplarindaki
deneklerin uterus dokularinda SOD aktivitesini karsilastirdiklarinda, hipotirodizm
olusturulan farelerin uteruslarinda SOD immunreaktivitesinin azalma gosterdigini
bildirmiglerdir. Buna karsilik hipo-T ve hiper-T gruplari karsilastirildiginda ise
nerdeyse higbir fark olmadigini bildirmislerdir [215].

Bu calismalardan farkli olarak, PTU ile deneysel hipotiroidi olusturdugumuz
calismamizda ratlarin ovaryumlarindaki foliklllerin tamamina ait granuloza
hidcrelerinde orta gsiddetli olmak Uzere sitoplazmik ve nukleer SOD
immunreaktivitesi ayirt edildi. Ayrica sekonder foliklllerin teka tabakalarina ait bazi
hlcrelerde, ortadan siddetliye degisen sitoplazmik SOD immiunreaktivitesi izlendi.
Germinal epitelde de siddetli immudnreaktivite goruldiu. Medulla stromasi ve
folikuller arasi bag dokuda ise immunreaktivite izlenmezken, korpus luteumda
zayif ile zayiftan ortaya degisen sitoplazmik tutulum tespit edilmistir. Bu nedenle,
verilerimiz, tiroid hormonunun sican yumurtaliklarinda SOD aktivitesinin artmasina

neden olabilecegini ortaya koymustur.

Calismamiza benzer sekilde Wei ve arkadagslarinin 2017 yilinda yaptigi ¢calismada
hipertiroidizm olusturduklari rat grubuna ait ovaryum dokusu hicrelerinde T-SOD

aktivitesinin arttigini bildirmislerdir [216].

2014 yilinda Nazeri ve arkadaslari 85 hipotiroidli, 66 hipertiroidli ve 74 saglikh
bireyin aclik halinde katalaz (CAT), SOD ve total antioksidan kapasitenin serum
enzimatik aktivitesini Odlgtikleri vaka ¢alismasinda, hipo ve hipertiroidizmli
hastalarda katalaz ve SOD aktivitesinin saglikli bireylere gore anlamli olarak
arttigini bildirmiglerdir. Bu durumun nedenini, artmis serbest radikal olusumuna

bagli olarak intrinsik antioksidan cevabin artmasini géstermislerdir [217].
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Serbest radikallerin DNA Gzerinde olusturdugu oksidatif hasar purin ve pirimidin
bazlarinda degisiklikler meydana getirmektedir. Purin bazlar igcerisinde en dusuk
iyonizasyon potansiyeline sahip bilesik guanindir. Reaktif oksijen turlerinin baglica
hedefi olmasinin temel nedeni budur [218]. ROT’lar guaninin yapisinda bulunan
karbon (C) atomuna etki ederek birgok guanin tari olugsmasina sebep
olmaktadirlar. Bunlarin icerisinde en sik meydana gelenler 7,8-dihidro-8-
hidroksiguanin (8-OHG) ve FapyG’dir. 8-OHG’nin deoksiriboz sekerine baglanarak
olusturdugu modifiye nikleozit ise 8-OHdG’dir. Okside olmus DNA’nin
ekzonukleazlar tarafindan onarilmasiyla olusan bir baz modifikasyonudur. Guanin,
DNA’nin replikasyonunda adenin ile yanlhs eglesme yaparak Gaunin-Sitozin ->
Adenin-Timin  transversiyonuna neden oldugundan, oksidatif stresin bir

biyog0Ostergesi olarak kabul edilmektedir [219].

Yaptigimiz ¢alismada, deneysel hipotiroidi olusturulan rat grubuna ait ovaryum
dokusundaki granuloza hacrelerinin hemen hemen tamaminda ve ooplazmada
nikleer ve sitoplazmik dizeyde orta siddetliden ¢ok siddetliye degisen 8-OHdG
tutulumuna rastlandi. Sekonder foliklllere ait teka hicrelerinin tamamina yakin bir
¢ogunlukta ortadan siddetliye degisen dlzeyde nUkleer ve perinukleer
immunreaktivite gozlemlenirken, diger hucrelerde ise zayif 8-OHdG tutulumu
izlendi. Bu grupta korpus luteumun yani sira diger gruplardan ve boyamalardan
farkll olarak medulla stromasinda da yaygin sayida hicrede ortadan siddetliye
degisen duzeyde immunreaktivite goruldu. Ayrica germinal epitelde de siddetli

tutulum tespit edildi.

2013 yiinda Ece ve arkadaslarinin hasimatolu hastalar Uzerinde yaptidi
calismada, hasta grubunun serum 8-OHdG dulzeylerinin kontrol grubuna goére
oldukga vyuksek oldugu bildirilmistir [220]. Oksidatif stres, DNA hasarinin
indUksiyonunu etkiler ve DNA, serbest radikaller dahil olmak Uzere reaktif turlerin
oksidatif ataginin biyolojik olarak en énemli hedefidir [189]. 8-OHdG oksidatif DNA
hasari icin bir igaretleyicidir [205].

Hara ve arkadaslari tarafindan yapilan calismada ise, oksidatif stresin otoimmun
tiroid hastaliklari ile iligkili olmasi sebebiyle, Graves hastalidi ve Hashimoto tiroiditi

olan hastalardan monontukleer hicrelerin kilturi ile 8-OHAG ve sitokrom ¢ Uretimi
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incelenmig, bunun sonucunda tedavi edilmemis Graves hastaligi olan hastalarda,
mononukleer hucrelerin kiltur supernatanindaki 8-OHdG ve sitokrom c duzeyleri,
saghkh (kontrol) deneklere gore anlamh derecede ylksek oldugu bildirilmistir
[221].

Bozulmus oosit kalitesi ve oksidatif stresin, endometriozis ile iligkili infertilitenin
patogenezinde rol oynayabilecegini arastiran Da Broi ve arkadaslari, 2016
senesinde yaptiklari calismada oksidatif stresin rolinl daha iyi anlamak igin,
endometriozis ve infertil kontroller ile infertil kadinlarda serum ve folikller sivida
lipidlerin, proteinlerin ve DNA hasarinin es zamanl analizi dahil olmak tUzere her
asamadaki sekiz oksidatif stres belirteglerini karsilastirmislardir. Endometriozisli
hasta grubunda daha ylksek serum konsantrasyonlarinda GSH ve SOD, dusuk
serum total antioksidan dizeyleri (TAC) konsantrasyonlari ve 8-OHdG ve vitamin

E'nin infertil kontrollere gore daha ylksek oldugunu bildirmiglerdir [222].

Ghanhari ve arkadaslarinin 2015 yilinda diyabetik sicanlarda yaptigi ¢alismada,
ari sutinin testis agirhgi, sperm sayisi, canlilik, motilite, deformite, DNA
butinligu, kromatin kalitesi, serum testosteron ve testikuler doku MDA duzeyleri

gibi Greme parametrelerini gelistirdigini belirtmiglerdir [180].

Benzer sekilde 2009 yilinda Hassan’in yaptigi calismada, erkek ratlara 1 g/kg ari
sutd uygulanmasiyla; testesteron duzeyi, sperm sayisi/canli sperm oraninin
anlamli derecede arttigi, anormal sperm yuzdesinde ise istatistiksel olarak anlamli

bir azalma oldugu bildirilmistir [183].

2010 yilinda erkek tavsanlarda sicaklik stresine bagli infertiliteyi onlemek amaciyla
arl sutunu kullanan Elnagar, degisik dozlarda (200, 400, 800 mg/kg) ari sutu
verilen tavsanlar ile olusturulan gruplarda; kontrol grubuna gore, sperm motiliteleri,
ejekulat hacmi, sperma konsantrasyonu, seminal plazmanin igerdigi fruktoz orani
ve testesteron duzeylerinin artigini bildirmigtir. 200, 400, 800 mg/kg ari sutu verilen
gruplarda sirasiyla, anormal spermlerin %24, %24, %15 ve 6lu spermlerin %27,
%25, %17 oranlarinda oldugu, yani istatistiksel olarak anlamli degerlerde ari
sutunuan sicaklik stresinin etkilerini azaltici yonde etkili oldugunu gostermislerdir
[223].
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Ghanhari ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptigi calismada ari sutunudn
foliklogenezi ve ovaryum hormonlarini arttirdigi bildirilmigtir. Bu c¢alisma
sonucunda ari sutunun, olgunlasmamis disi hayvanlar igin dogal bir buyume

uyaricisi olarak dusunulebilecegi gorusune varilmistir [186].

Biz de ¢alismamizda PTU ile birlikte ari sitl uygulanan gruba ait ovaryum dokusu
incelemelerinde, hipotiroidinin olusturdugu oksidatif stresin bir sonucu olan folikul
tiplerinin birbirleriyle kaynasarak ayirtedilemesi durumunun, PTU ile es zamanli
olarak ari sUtl verdigimiz grupta tamamen ortadan kalktigi dolayisiyla folikdl
ayriminin yapilabildigi tespit edildi. Bu gruba ait primordial ve unilaminar primer
foliktller normal yapilari ile ayirt edilirken, multilaminar primer ve sekonder
foliklllere ait graniloza hicrelerinde hipertrofi ve 6dem, c¢ekirdek ve sitoplazma
kaybi oldukgca belirgin olarak izlendi. Ayrica folikillere ait primer oositlerin
genellikle hipertrofik yapida oldugu, zona pellusidadan ayriima gdsteren 6ddematik
yap! sergiledigi tespit edildi. Bazi foliklllerde ise yer yer graniloza hucreleri ile
teka interna arasindaki bolgede ayrilma ve dizensizlik tespit edildi. Fakat folikal ve

damar duvari ¢evresindeki bag dokunun ise normal yapida oldugu belirlendi.

Hipotiroidi ile birlikte ari sitl uygulanan gruba ait yapilan immunohistokimyasal
incelemelerde, folikullerin grantloza hicrelerine ait SOD tutulumunun sitoplazmik
dizeyde ve gogunlukla orta ve zayiftan ortaya degisen siddette oldugu goraldu.
Sekonder foliklllere ait teka tabakalarinda ise zayif sitoplazmik tutulumun varhgi
izlendi. Yine korpus luteumda zayif SOD immdunreaktivitesi ayirt edilirken, germinal

epitelde orta siddetli tutulum tespit edildi.

PTU ile an sutu verilen gruptaki deneklerin ovaryum dokusundaki 8-OHdG
tutulumunun 6zellikle medulla stromal hicrelerinde ve folikllleri gevreleyen bag
dokuda PTU’nun tek basina uygulandigi gruba kiyasla daha az sayida hucrede ve
daha zayif immunreaktivite gosterdigi, foliklllere ait granuloza hucrelerinde ve
ooplazmada ise tutulumun degisen dizeyde devam ettigi tespit edildi. Yine korpus
luteumda da ortadan giddetliye degisen immunreaktivite izlendi. Teka
tabakalarinda ise tutulumun oldukga zayifladigi goralda.
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6. SONUG VE ONERILER

Bu calismada, PTU ile olusturulan hipotiroidi modelinin ovaryum dokusunda
meydana getirdigi oksidatif stres sonucunda, germinal epitel de dahil olmak tzere
tum folikullerde ve folikuller ¢evresi bag doku ile medullada yogun dejenerasyona
yol agtigi, folikiler ayrimi ortadan kaldirdigi gozlenmistir. Hipotiroidi sonucu
dokuda olaylanan oksidatif stresten 06zellikle graniloza hucreleri ile germinal
epitelin yogun olarak etkilendigi, tim bu dejeneratif degisimlerin ari situ
uygulamasi ile buylk oOl¢cide normale donduagu, ar sutl uygulamasi ile birlikte
oksidatif stresin SOD-1 dizeyinde immunreaktivitenin anlamh seviyede azaldigi

ancak 8-OHdG dlzeyinde halen devam ettigi kanisina variimistir.

Duslk tiroid hormonlarinin antioksidan savunmayi etkileyerek oksidatif stresi
arttirabilecegi ve ovaryum dokusunda oksidan etki olusturabilecegini
gOstermektedir. Ari sutl uygulamasinin ise hipotirodinin yol agtigi oksidatif strese
karsi antioksidan etki gOstererek ovaryum dokusunu belirli 6l¢gide hipotiroidinin

olusturabilecegi hasarlara karsi koruyabilecegi gosterilmistir.

Sonug olarak, s6zu edilen calismamizda gozlemledigimiz histomorfolojik ve
immunohistokimyasal bulgular dogrultusunda yapilacak olan ileri molekuler
calismalar ile ari sutunun etkiledigi sinyal yolaklari daha ayrintili sekilde

aydinlatilacaktir.
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