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OZET

D vitamini yasadigimiz donemde oldukca gerekli olan mikro besinlerden biridir. D vitamini
eksikliginde implantasyon basarisinin azaldigt bilinir ancak bu durum hala giincel bir
calisma konusudur. D vitaminin viicutta daha ¢ok bir hormon olarak gorev yaptig1 bilinir ve
progesteron hormonuna benzetilir. Progesteron hormonu iireme sagliginda ve implantasyon
basarisi i¢in olduk¢a 6nemli bir hormondur ve korpus luteum tarafindan sentezlenir. Erken
gebelikte korpus luteum tarafindan progesteron sentezi saglikli gebelik ve diisiiklerin
olmamasi i¢in olduk¢a Onemlidir. Progesteron sentezi korpus luteumda olur ve
sentezlenmesi i¢in kollestroliin steroidojenik enzimler tarafindan progesteronun onciilii olan
pregnelona dontisiimiiniin saglanmasi gerekir. Korpus luteumda steroidogenezi diizenleyen,
kollesterol esterlerinden progesteron sentezini baglatan StAR (Steroidojenik akut
diizenleyici) proteini bu yologin ilk basamagidir. D vitamini eksikliginde bu yologin nasil
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etkilendigi ve StAR proteinin etkinliginin nasil degistigi bu projeyle arastirilmak istenmistir.
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ABSTRACT

Vitamin D is one of the essential micronutrients in our lifetime. It is known that implantation
success is reduced in vitamin D deficiency, but this is still a topic of current study. It is
known that vitamin D functions more as a hormone in the body and is compared to the
hormone progesterone. Progesterone is a very important hormone for reproductive health
and implantation success and is synthesized by the corpus luteum. Progesterone synthesis
by the corpus luteum in early pregnancy is very important for a healthy pregnancy and the
absence of miscarriages. Progesterone synthesis takes place in the corpus luteum and for its
synthesis, the conversion of cholesterol to pregnelon, which is the precursor of progesterone,
by steroidogenic enzymes is required. StAR (Steroidogenic acute regulator) protein, which
regulates steroidogenesis in the corpus luteum and initiates progesterone synthesis from
cholesterol esters, is the first step of this pathway. With this project, it was aimed to
investigate how this pathway is affected in vitamin D deficiency and how the activity of the
StAR protein changes.
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Bu calismada kullanilan simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile beraber asagidaki listede

belirtilmistir.

Simgeler Aciklamalar

250HD3 D vitamini aktif formu

AMH Antimiillerian hormon
CYP27B1 Mitekondriyal hidroksilaz enzimi
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FGF23 Fibroblast biiyiime faktorii 23
LH Liiteinize edici hormon

PKOS Polikistikover sendromu

PTH Paratiroid hormon

StAR Steroidojenik akut diizenleyici protein
uv Ultraviole

UVB Ultraviole B

VDBP D vitamini baglayic1 protein

VDR D vitamini reseptorii



1. GIRIS

D vitamini; metabolizma, anabolizma, mineral homeostazi ve hiicre dongiisiiniin kontroliinii
saglayan 6nemli bir mikro besindir. D vitamininin en biiyilik kaynag1 giinestir ancak besinler
ile de D vitamini almak miimkiindiir. D vitaminin temel gérevi instestinal kalsiyum ve fosfor
emilimini saglayarak minerallerin homeostazindan sorumludur. Bunun yanmi sira D

vitamininin hastaliklar {izerinde olumlu etkisinin oldugu bilinmektedir.

Yasadigimiz pandemi doneminde Covid-19 ile D vitamini iliskisini inceleyen ¢alismalar ile
D vitamininin viicudumuz i¢in daha gerekli bir besin oldugu ortaya konmustur. Birgok
arastirmada D vitamini ve Covid-19 basarili tedavisi arasinda bir iligki oldugu ortaya
koyulmustur. Ancak kanitlarin ¢ogu gozleme dayalidir, yani diger faktorleri hesaba

katmadan, yalnizca D vitamini diizeyleri yliksek ya da diisiik insanlar ele alinmistir.

D vitamini eksikligi biitlin diinyada ¢ok yaygin bir sorundur. Diinya niifusunun neredeyse %
50’sini etkiler. Bir¢ok ¢alisma, diisiik D vitamini seviyeleri ile artan kanser riski arasinda bir
baglanti oldugunu 6ne siirmiistiir. Son epidemiyolojik calismalar ise diisiik D vitamini
seviyeleri ile ¢oklu hastalik durumlari arasindaki iliskileri gozlemlemistir. ve hayvan
verileri, diisiik D vitamini durumunun bozulmus dogurganlik, endometriozis ve polikistik
over sendromu ile iligkili oldugunu gostermektedir. Dogurganlik ve iireme kapasitesinin
Onemini arastiran deneyler, D vitamini eksikligi olan disi sicanlarin dogurganlik hizlarinin
azaldigini, yavru boyutlarinin azaldigmi ve c¢iftlesme davraniginin tehlikeye girdigini
gostermektedir. Disi farelerde anormal yumurtalik gelisimi, uterus hipoplazisi ve infertilite
gibi durumlar goriilebilir. D vitamini disi ireme sisteminde uterus desiualizasyonuna aracilik

eden progesteron iiretimini de arttirdig1 yapilan ¢alismalarla kanitlanmastir.

Erken gebelikte D vitamininin bir¢ok fizyolojik aktivitede progesteron ile uyum iginde
calistigr ve D vitamininin gebelik olustugunda endometriyumun alicilik durumuna katkida
bulundugu bilinmektedir. Bu ylizden D vitamininin progesteron benzeri bir aktiviteye sahip
oldugu tanimlanmaktadir. Korpus luteumda progesteron sentezinin baglayabilmesi igin
kolestrol esterlerinin hiicre i¢inde mitekondri dig zarina daha sonra mitekondri i¢ zarina
taginmasi gerekir. Bu yolagi kontrol eden aktif enzimler bulunur ve bu enzimler sayesinde
progesteron Onciilii olarak bilinen pregnelon olusumu gozlenir. Kolestrol esterlerinin

mitekondri dis zarina tasinmasinda Snemli gorevi oldugu bilinen steroidojenik akut



diizenleyici protein (StAR), kolestrol esterlerinden progesteron sentezinin Onemli bir
basamagi diizenledigi bilinmektedir. Bu enzim kolestrol esterlerinin mitekondri igine

alinmasinda kilit rol oynadig1 yapilan ¢alismalarla ortaya ¢ikarilmistir. (Sekil 1.1)
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Sekil 1.1. Luteal hiicrelerde progesteron sentezi semasi.Kollestrol esterleri Steroidojenik
akut diizenleyici protein (StAR) ile mitekondriye taginmasi

D vitamininin, korpus luteumun saglikli olarak gelisiminde ve kolestrol esterlerinden
progesteron sentezini baslatan ve diizenleyici olarak gorev yapan steroidojenik akut
diizenleyici (StAR) protein iizerinde bir etkisinin olup olmadigini inceleyen bir caligma
literatiirde mevcut degildir. Bu yiizden bu projenin bu konudaki boslugu tamamlayacagi

distiniiliir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryum Gelisimi

Genital sistem, intermediate (ara) mezoderden farklanir. Viicut duvarinin iki yaninda
bulunan intermediate (ara) mezoderm gonadal ¢ikinti (lirogenital kabariklik) olusturur [1].
Genital ¢ikintilar, 5. Haftadan itibaren sdlom epitelinin mezonefrozun medial bolgesine
dogru kalinlagmasi ile olusur. Bu kalinlasma sonucunda altinda bulunan mezensimi istila
ederler. [2, 3]. Urogenital kabarikliklardan, genital kabarikliklar gelismeye baslar [4].
Gonadlar, epitel proliferasyonu ve altindaki mezensimin farklilagsmasi ile bir ¢ift
uzunlamasina gonadal sirt olarak goriinmeye baslarlar [1]. Gelisimin 6. Haftasina
gelindiginde 4. Haftada vitelliis kesesi duvarinda olusan primordial germ hiicreleri gog
hareketine baslar. Primordial germ hiicreleri arka bagirsagin dorsal mezenterinden yukari
yonlii hareket ederler. Boylece bu hiicreler farklilasmamis gonadlara yerlesirler ve burada

ovaryumlara farklilasacaklardir [3].

Gelisimin 10. Haftasinda ise farklilagsmamis gonadlar yumurtaliga doniigmiis olarak goriiniir.
Primer seks kordonlart dejenere olarak kortikal kordonlar (sekonder seks kordonlari) olusur
[4]. Seks kordonlari kii¢iik gruplara ayrilarak her bir grup ilkel folikiil olusturmak tizere ilkel
germ hiicresi veya oositi ¢evreler [2]. 10. Torasik segmentte medial bdlgeye mezensim
hiicrelerinin gelmesi, somatik destek hiicrelerinin liretimi i¢in kolomik epitel uyarilir.
Somatik destek hiicreleri kadinlarda folikiil hiicrelerine farklanir. Paramezonefrik kanallar
genital kanallar haline gelir. Paramezonefrik kanallarin proksimal uglari, fallop tiiplerini
olusturur. Distal ug ise flizyona ugrar ve uterus ve vajinay1 olusturur [1]. Ovaryun ilk olarak
bel bolgesinde olusarak pelvise iner. Gubernakulum olusur ve uterin tiip ile birleserek

uterusa baglanir [2].
2.2. Ovaryum Anatomisi

Oval sekilli, pembe renkli intraperitoneal organlardir. 3 cm uzunlugunda, 1 cm kalinlikta ve
2 cm genigligindedir. Yumurtaliklarin, tubal ve uterus ucu olmak tizere iki ucu, mezovaryum
ve serbest arka sinir olarak iki sinir1 ve medial yiizey, lateral ylizey olarak iki fakli ylizeyi
vardir [5]. Pelvis yan duvarinda obturator siniri i¢eren ¢okiintii olan fossa ovaricaya

yerlesmis olarak bulunur. Ovaryum pelvis yan duvarinda 6n bolgesinde dis iliyak damarlar,



arkada ise i¢ iliyak damarlar ve ireter ile sinirlanir [6]. Over genis ligamentin arka
ligamentine mezovaryum ile, lateral pelvik duvara infindibulopelvik ligaman ile, uterusa ise
over ligamani ile baglanir. Posterior kenar tubal ampulla ile iligkilidir [5]. Ovaryumun
periton Ortiislisii yoktur, seroza mezoovaryan baglantida biter [6]. Ovaryum periton ile
ortiilmediginden oosit periton bosluguna atilir buradan da uterusa geger. Yumurtalik arteri
tarafindan beslenir. Yumurtalik arteri asic1 bagda bulunur ve uterus arteri ile de anastomoz
yapar. Bu sayede yumurtaliklarin beslenmesi saglanir. Sag yumurtalik damari, inferior vena
cava ile, sol yumurtalik damari ise sol renal ven ile devam eder [7]. Lenfatikler bobrek
damarlar ile aort diigiimlerine geger. Ovaryumlarin sinir beslenmesi ise aort pleksusundan

gelmektedir [6].

Her ovaryum mezovaryum ile broad ligamentin posterior yiizeyine baglidir. Tubal ucu
ovaryum sinirlerini ve damarlarini tasiyan suspensor ligamentile pelvis duvarina baglanir.

Uterin ucu ise, ovaryan ligament ile uterusa baglidir [8].

2.3. Ovaryum Histolojisi

Ovaryumlar, badem seklinde iireme bezleridir. Ostrojen ve progesteron hormonlarini
tretmekte gorevlidir. Ayn1 zamanda sekonder cinsiyet oOzelliklerinin gelismesini ve
gebeligin kontroliinden sorumlu organlardir [9]. Ovaryum korteks ve medulla olarak iki
boliimden olugmaktadir. Korteks ve medulla birbirinden keskin bir sekilde ayrilmaz [10].
Medulla, sik1 bag dokudan olusur ve kan damarlarini ve sinirleri igerir [11]. Korteks bolgesi
ise medullay1 ¢evreleyen boliimdiir boylece periferik bolgede yer alir [8]. Korteks bag
dokusunun iginde primordial folikiiller bulunur. Medulla ise hilustan ovaryumun i¢ine giren
bag dokusu, sinirler, lenf ve kan damarlari, interstisyal hiicrelerden olugsmaktadir [10]. Spiral
arteler ovaryuma hilus bolgesinden girer. Folikiil gelismesinde ve korpus luteum gelisimde
rol oynarlar. Ayrica hilusta cinsel farklilasmadan once fetal doneme ait kalintilarin
bulundugu hiicreler de bulunur [3]. Ergenlikten 6nce yani yumurtlama baglamadan 6nce
yiizeyleri priizsiizdiir ancak yumurtlama basladiktan sonra yilizey diizensiz hale gelir.
Yumurtalik yiizeyi germinal epitel olarak adlandirilan yiizey epiteli ile kaplidir. Germinal

epitel basit kiibik epitelden olusur [8].



Germinal epitel tek katli yassi epitelden kisa kiibik epitele kadar degiskenlik gosteren bir
epiteldir [10]. Germinal epitelin altinda tunika albuginea denilen ve yogun bag dokudan

olusan bir kapsiil bulunur [2].

2.4. Ovaryum Folikiiler Gelisimi

Yumurtaligin fonksiyonel birimi folikiillerdir [12]. Oosit, teka hiicreleri ve graniiloza
hiicrelerinden olugmaktadir. Folikiil gelisimi ve ovulasyon siireci steroidogenezi ve oogenezi
karmasik sinyal mekanizmalar1 ile kontrol edilmektedir [13]. Fetal yasamda olusan

primordial folikiillerin se¢imi ergenlikten sonra gelisen tiim folikiilleri saglamaktadir [14].

Ovaryum folikiilleri tek bir oosit icerir ve folikiiller korteks stromasinda daginik olarak
bulunur. Siklusta bulunan ovaryumda her gelisim evresinde folikiiller bulunabilmektedir.
Ancak primordial folikiiller her zaman daha baskin olarak bulunan folikiillerdir. Gelisim

evresine gore histolojik olarak 3 ovaryum folikiilii bulunmaktadir [8].

e Primordial folikiller
e Primer ve sekonder folikiller

e Graaf folikiiller

2.4.1. Primordial folikiil

Folikiil gelisiminin en erken evresi olarak bilinmektedir [8]. Say1 olarak en fazla bulunan
folikiillerdir [10]. Dogumdan 6nce, anne karninda ilk olarak 3. Haftada goriiliir [8]. Fetal
ovaryumda olusan primordial folikiiller bu evrede dinlenme evresine gecer [10]. Fetal
yasamda primordial folikiillerin sayis1 20. Haftada en yiiksek seviyeye ulasir ve yasam siireci
boyunca bu say logaritmik olarak azalmaktadir [15]. Fetal yasamda olusan primordial
folikiil sayist dogurganligi smirlayabilmektedir [16]. Bir diside bulunan primordial

faloikiiller o canlinin yumurtalik rezervidir [17].

Olgun bir ovaryumda primordial folikiiller korteks bolgesinde tunika albuginea altinda yer
alir [8]. Primordial folikiiller gelisimini ilerlettik¢e yumurtaligin merkezine dogru ¢ekilirler
[3]. Bu folikiilde oositin etrafi tek tabakali yassi hiicreler ile ¢evrilidir. Oosit ve etrafindaki

epitel hiicreleri birbiri ile ¢ok yakindir. Oosit sitoplazmasinda Balbiani cisimcigi ad1 verilen



golgi kompleksi, vezikiiller ve endoplazmik retikulumun olusturdugu 6zel yap1 bulunur.

Insan ooplazmasinda ise bu yapiya ek olarak anular lameller igerir [8].

2.4.2. Primer folikiil

Folikiil biiyiimesinde ilk evredir. Oosit biiyiir ve primordial folikiilde oositi ¢evreleyen yassi
hiicreler kiibik sekil alir. Oosit biiylidiikce salgilanan proteinler birleserek oositin disinda
ekstraseliiler bir ortii olan Zona pellusiday1 olusturmaktadir [8]. Zona pellusida folikiil
hiicrelerini oositten ayirir. Folikiiler hiicrelerin uzantilar1 zona pellusiday1 gecerek oluklu
baglantilar ile gecis olustur [10]. Oosit etrafindaki folikiil hiicreleri proliferasyona ugrayarak
graniiloza tabakasini olusturur. Hiicreler membrana graniiloza (graniilozum strotum) olarak
oositin ¢evreleyen ¢ok katli yassi epiteli olustur ve bu hiicreler arasinda oluklu baglantilar

gelisir. Garniiloza hiicreleri bag doku ve folikiil hiicreleri arasinda bulunmaktadir [8].

2.4.3. Sekonder folikiil (Antral folikiil)

Zona pellusidanin tam olarak olusmus ve belirgin haliyle bulunmasi sekonder folikiilii
olusturur. Folikiil hiicreleri kendi aralarinda farklanarak Teka tabakasini olusturur. Teka
tabakas1 bir kapsiil seklindedir [10]. Teka tabakasi bazal laminanin disinda olusur [8]. Kisa
zamanda igte damarl ve glandular yapida olan teka interna, ve bunu g¢evreleyen kapsiil
benzeri bir yapida bulunan teka eksterna olmak iizere iki farkli boliime ayrilir [9]. Teka
interna i¢ kisinda bulunan kiibik salgi hiicreleri bulunduran vaskiilarize bir yapidir. Bu
tabakada bulunan hiicreler tamamen prolifere olarak steroid iireten hiicre 6zelligi kazanmig
hiicrelerdir. Bu tabakada bulunan hiicreler ¢ok sayida LH (Liiteinize edici hormon)
reseptoriir bulundur ve androjenleri sentezlemekte gorevli olduklari bilinir [8]. Teka
eskterna ise Bag dokusunun dis kisiminda kalan hiicrelerdir. Diiz kas hiicrelerini ve kollajen
demetlerini icerir. Bu tabaka ile stroma arasindaki sinir belirgin degildir [8]. Teka eksterna
ovaryum stromasi ile devam eder [10]. Graniiloza hiicrelerinin kalinlasmasiyla birlikte
aralarinda sivi dolu araliklar goriilmeye baslar. Bu araliklara likor folikiilleri denir ve sivi
birikimi oldukga araliklar birleserek antrumu olusturur [8]. Antrum olustuktan sonra folikiil
sekonder folikiil adin1 alir. Ovaryum folikiilii oval bir sekil alir ve oosit eksantrik konuma
yerlesir [9]. Sekonder folikiilde oosit artik biiylimesini durdurur ve bu olay graniiloza

hiicreleri tarafindan sentezlenen, oosit maturasyon inhibitorii tarafindan saglanmaktadir [8].



2.4.4. Graff folikiil (Tersiyer folikiil)

Antrum olusumu primer oosit etrafindaki hiicrelerin yeniden diizenlenmesine neden
olmaktadir [10]. Graniiloza hiicreleri oosit ile yakin oluklari bélgede kiimiiliis ooforus
yapisint olusturur. Bu yapi antruma dogru bir ¢ikinti seklinde ortaya c¢ikmaktadir [8].
Kiimiiliis ooforus hiicreleri ovulasyon sirasinda oositle birlikte atilmaktadir. Bu sekilde
oositle birlikte kalan hiicrelere de korona radiata ad1 verilmektedir [8]. Folikiil olgunlagsmaya
devam eder ve yiizeyinde bir ¢ikint1 olusur [9]. Folikiil en biiyiik halindedir ve ovulasyondan
hemen 6nceki halini alir. Yaklagik olarak 15-20 mm ¢apinda oldugu bilinmektedir. Folikiil

icinde primer oosit eksentrik bir konum almig halde gézlenmektedir [10].

2.4.5. Atretik folikiil

Ovaryan folikiiller graniiloza hiicrelerinin apoptoza ugramasi ile kaybedilir. Embriyonik
donemde baglayan folikiill olusumu sirasinda folikiillerden c¢ogu maturasyonu
tamamlayamaz ve atreziye ugrar. Folikiiller dejenere olur ve boylece folikiil kayiplart
baslamaktadir. Folikiillerin ¢ogu fetal gelisim asamasinda ve pubertede atreziye
ugramaktadir. Gelismekte olan kiiglik folikiillerde oosit kiigiilerek dejenere olur ayni
zamanda graniiloza hiicrelerinin de dejenere oldugu apoptoza ugradigi bilinmektedir.
Boylece atretik folikiiller ovaryum stromasinda kaybolur. Gelismekte olan daha biiyiik
folikiiller de ise bu durum daha karmasik oldugu bilinmektedir. Bu folikiillerde oosit
dejenerasyon daha ge¢ olmaktadir [8]. Atretik folikiiller kalin ve biiziilmiis mebran materyali
yani cams1 membran ve dejenere olmus zona pellusida ve oosit bulunmasi ayrica folikiil
hiicre kalintilar1 ile diger folikiillerden ayirt edilmektedir. Bu folikiillerde makrofajlar da
bulunabilir [10].

2.5. Ovulasyon

Folikiil gelisimi ve olgun oositin folikiilden atilmasi endokrin mekanizmalara bagli olan
karmasik bir siiregtir. FSH ve LH hormonlarimin folikiil gelisiminde ve olgun folikiiliin
birakilmasinda 6nemli goérevleri vardir [18]. Menstrual dongiide ovulasyona ugrayacak
folikiil dongiiniin ilk giinlerinde primer oositlerin arasindan segilir. Ovulasyon mestrual
dongiliniin ortasinda yani 14. giinde gerceklesir [8]. Olgunlasmis folikiil ovaryum
ylizeyinden disariya dogru bir ¢ikinti yapar. Bu ¢ikinti Stigma olarak adlandirilir. Kanda LH



seviyesinin ani artigina bagli olarak uyarilan teka eskterna tunika albuginea olgun folikiiliin
yirttlmasini kolaylastirir [10]. Sekonder oosit graaf folikiilden disari atilir. Ovulasyon
sirasinda oositle beraber germinal epitel de atilir. Sekonder oositin atilmasini, folikiiler
stvinin hacmindeki artis ve basing artigi, folikiil duvarin proteolize ugramasi ve teka

eksterna tabakasinda bulunan diiz kas liflerinin kasilmasi gibi olaylar tetikler [8].

2.6. Korpus Luteum

Ovulasyondan sonra geriye kalan hiicre tabakas1 biizliserek hormon salgilayan bir bez haline
gelir [10]. Korpus luteum olusmaya basladiginda teka internadan gelen kan damarlari
graniiloza hiicre gtabakasina dogru biiyiir. Bu vaskiilarize yapi1 ovaryumun korteks
tabakasinda yer alir. Esas olarak progesteron hormonu salgilamakla gérevli olan bir yapidir.
Progesteron hormonuna ek olarak bir mktar 6strojen de salgilar. Folikiiler hiicrelerin korpus
luteum hiicrelerine doniislimii yumurtlamadan sonra gerceklesir. Biiyiiyen folikiiler
hiicrelerin sitoplazmalari liitein ad1 verilen sar1 pigment ile dolar. Boylece hiicreler luteal

hiicrelere doniisiir. Sar1 pigmentten dolayi sari renk alir korpus lutuma sar cisim de denir [2].

2.6.1. Steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR)

Steroidojenik dokularda steroid iiretiminin akut regiilasyonunda rol oynadig: diisiiniilen bir
baska protein grubu da, mitokondriyal proteinler ailesidir [19]. Steroidojenik akut
diizenleyici proteinin (StAR), steroid hormon biyosentezinin diizenleyicisi olduguna
inanilmaktadir. Kolesteroliin i¢ mitokondriyal membrana ge¢isi, StAR proteininin
mitokondriye alinmasi ve islenmesi sirasinda gerceklestirilir [20]. Steroidojenik akut
diizenleyici protein (StAR), insan yumurtalik dokularinda steroidojenik bdlgelerde
sentezlendigi bilinmektedir [21].  Steroidojenik akut diizenleyici protein Sitokrom
mitekondri i¢ zarina kolesterol girisini saglar bdylece kolesteroliin steroid hormon onciilii

olan pregnelona doniisiimiinii baglatan enzim olarak gorev yapar [22].

StAR geninde olusan mutasyonlar sonucunda steroid hormon biyosentezinin bozuldugu
bilinmektedir [23]. Yapilan diger ¢alismalara bakildiginda bu proininin adrenal korteks gibi
steroid tireten bir ¢ok dokuda eksprese edildigini ortaya koymaktadir [24].



2.7. D Vitamini

D vitamini yasam i¢in gerekli mikrobesinlerden biridir. Parat hormon ve kalsitonin ile

birlikte kalsiyum ve fosfor metabolizmasinin diizenlenmesinde énemli rol oynar [25].

Bu gorevlerin yani sira insan viicudunda yagda ¢dziinen stroid bir hormon oldugu bilinir [26,
27]. D3 (Kolekalsiferol) ve D2 (Ergokalsiferol) olmak iizere iki farkli formda
bulunmaktadir. D vitamini sinirim yoluyla emilerek ya da giines 1sinlar1 sayesinde ciltte
tiretilmektedir. D vitamini ciltte giines 15181 sayesinde tiretilebilen tek vitamindir. D2 formu
mantarlarda dogal olarak bulunurken D3 formu, giines 151g8min cilde ¢arpmasiyla birlikte
sentezlenmeye baslar [28]. Deride epidermal hiicrelerin UVB 1sinlarina maruz kalmasiyla
cilt tarafindan iretilen D3 miktar1 belirlenebilir. D3’iin dolasimdaki ana formu 25-
Hidroksivitamin D3 (25 OH D3)’tiir. Bu form viicudumuzdaki D vitamini seviyesinin bir
ol¢iistidir [29].

D vitamini takviyelerinin kullanimi her gegen giin artmaktadir. Bu takviyeler sayesinde

yeterli miktarda D vitamini alim1 saglanmis olur [30]

2.7.1. D vitamini sentezlenmesi

Insan igin temel D vitamini kaynaklari, endojen cilt sentezi ve diyettir. D vitamini kaynag
olan ¢ok az besin kaynagi vardir. Kirmizi et, balik ve yumurta sarist diyetle D vitamini
alimini saglayan yiyeceklerdir [30]. D2 vitamini, bitkilerde, mayalarda ve mantarlarda UV
ile iiretilir. Insan viicuduna besinler yani diyet yoluyla alinabilir. Deri ve diyet yoluyla alinan

D vitamini, D vitamini baglayici proteine (VDBP) baglanarak karacigere taginir [31].

Deride D3 vitamin sentezi, 90-315 nm (UVB) araligindaki 1sinlara maruz kalindiginda ciltte
sentezlenmektedir [30]. Ultraviyole radyasyonun dogal kaynagi giinestir. D vitamini
sentezinin baslamasi i¢in ultraviyole 1sinlarinin, epidermal hiicrelerde bulunan 7-
dehidrokolesterol molekiiliine ¢arpmasi gerekir [32]. 7-dehidrokolesterol, UVB aracili
enzimatik olmayan bir reaksiyonla pre-vitamin D3’e dontisiir [33]. Pre-vitamin D3 vitamini
deride termal izomerizasyonla D3 vitamini lretilir ve dolasima girer. Karacigerde D3
vitamini, sitokrom P450 enzimlerinden biri (25- hidroksilaz) ile 25 hidroksivitamin D3 (25

OH D3)’e sentezi saglanir. Daha sonra bobrekte, 25 OH D3 vitamininden mitokondriyal
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CYP27B1-hidroksilaz enzimi ile aktif form 1,25 dihidroksivtamin D [1,25 (OH)2 D]
sentezlenir. Bu sentezi bobreklerin proksimal tiiplerinde paratroid hormon (PTH) tarafindan

uyarilir ve fibroblast biiylime faktorii 23 (FGF 23) tarafindan baskilanir [34].

2.7.2. D vitaminin eksikligi

D vitamini eksikligi son yillarda olduk¢a fazla aragtirmaya konu olmaktadir. Birgok farkli
hastalikla D vitamini eksikliginin baglantisi ortaya ¢ikarilmis ancak halen daha tiim etkileri
bilinmemektedir. D vitamini eksikligi gebe olan bireyleri, bebekleri ve ¢ocuklari etkileyen

en biiyiik sorunlardan biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir [35].

Diinya genelinde diisik D vitamini seviyeleri ile ¢ok yaygin olarak karsilagilmaktadir.
Diinya c¢apinda 1 milyar insanin D vitamini yetersizligine ya da eksikligine sahip oldugu
tahmin edilmektedir [36]. D vitamini durumunu en iyi sekilde degerlendirmek igin serum
25(OH)D belirteg olarak kabul edilir [37]. 25 (OH) D seviyesini 6l¢mek igin kullanilan
immiin bazli ve kromotografi bazli testler bulunmaktadir. Kromotografi bazli testler
genellikle arastirmalar i¢in kullanilmaktadir. D vitamini serum seviyeleri, nMol/L ya da

ng/mL olarak 6l¢iiliir (1 ng/mL = 2,5 nMol/L) [36].

2.7.3. D vitamini reseptorii

Biyolojik olarak D vitamininin etkileri D vitamini reseptorii (VDR) tarafindan saglanir.
VDR hedef hiicrelerin ¢ekirdeklerinde bulunur [31]. VDR, kas, kemik, bobrekler, paratiroid

bezi, bagirsak, dalak, retina ve meme dokularinda bulunmaktadir [26].

Yumurtaliklarda graniiloza hiicrelerinin ¢ekirdek ve stoplazmasinda bulunur. Disi iireme
sisteminde VDR bulunmasi, D vitamininin {ireme siirecinde etkili oldugunu diisiindiirtir
[31]. D vitamini reseptor enzimleri, merkezi ve periferik tireme sistemlerinde eksprese
edildigi bilinmektedir [38]. D vitaminin enzimlerinin erkek ve disi ireme sisteminde yaygin

olarak bulunmasi dogurganlik i¢in gerekli oldugunu gostermektedir [26].
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2.7.4. D vitamini ve ovaryumlar

D vitamininin etkiledigi hedef organlar arasinda son yapilan ¢aligmalarda iireme organlari
yer almaktadir [38]. D vitamini disi iireme sisteminde, Endometriozis, polikistik over

sendromu (PKOS) ve yumurtalik rezervi ile ilgili oldugu bilinmektedir [26].

D vitamininin yumurtalik rezervini etkiledigi konusunda bir¢ok ¢alisma yapilmistir. AMH,
bliyiimekte olan yumurtalik folikiillerinin graniiloza hiicreleri tarafindan iiretilir ve AMH
yumurtalik rezervinin en iyi belirteclerinden biridir. D vitamini eksiliginin, AMH

sentezlenmezini ve serumda AMH seviyelerini degistirdigi goriilmiistiir [31].

Son yapilan calismalarda, D vitamininin seks hormonlarinin iiretimini etkiledigi

belirlenmistir [31].
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlar1 ve Uygulama

Calismada 4 haftalik Sprague Dawley albino cinsi 12 adet disi rat kullanildi. Ratlar ortalama
2242°C sicaklikta, 12 saat aydinlik/karanlik dongiide, adlibitum igme suyu ve standart yem
ile beslendi. Ratlar rastgele olarak segilerek 2 deney grubu olusturuldu. (Cizelge 3.1.)

Cizelge 3.1. Deney gruplarini ve deney siiresini belirten ¢izelge

DENEY GRUPLARI
GRUP DENEK | UYGULAMA
NUMARASI ADI EiyN MaP SAYISI SURESI
1. Sham D vitamini i¢ceren yem n=6 6 hafta
D Vitamini N y
2. Eksikligi D vitamini icermeyen yem n=6 6 hafta

1. Grup 6 hafta boyunca D vitamini i¢cerecek sekilde formiile edilen standart yem ile beslendi.
Bu gruptaki denekler standart aydinlatma kosullar1 altinda 12 saat aydinlik/karanlik dongiide
barmdirildi.

2. Grupta 6 hafta boyunca D vitamini icerecek sekilde formiile edilmis rat yemi ile beslendi
[39]. Ayrica bu grupta bulunan denekler, D vitamini aktivasyonuna neden olan etki
spektrumunda (290-315 nm dalga boyuna sahip) ultraviyole B 1s1mm1 yaymayan akkor
amplllerin (200-500 liikks aydinlatma siddetine sahip) kullanildig1 aydinlatma ortaminda,
standart 12 saat aydinlik-12 saat karanlik dongiide barindirildi [40].

3.1.1. D vitamini eksikliginin belirlenmesi

6 hafta sonunda deneklerin kuyruk veninlerinden kan alindi. Kan alinma saatleri kaydedildi
ve kan alimindan 40 dakika sonra kanlar santrifiij edilerek serumlar1 elde edildi. Kan
orneklerinden bakilacak olan D vitaminine [25(OH)D3] spesifik olan ELISA Kkitleri
kullanilarak tiim gruplardan alinan kan Orneklerinin serumlarindan D vitamini diizeyi
Olgtimleri yapildi. Yapilan ¢aligsmalarda standart bir deger olmamakla birlikte, genellikle
serumda 20 — 30 ng/mL (50- 75 nmol/L) 25(OH)D3 seviyeleri tespit edildiginde, denekler
“D vitamini eksik” olarak kabul edildi [39, 41, 42].
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3.1.2. Deneklerin ¢iftlestirilmesi

Kolpositolojik 6l¢timler i¢in arastirmanin 4. haftasindan itibaren 2 hafta siiresince her giin
ayn1 saatte olmak iizere vajinal smear &rnekleri alind1. Ornekler alkol iceren fiksatif ile tespit
edildikten sonra Papanicolaou boyama protokolii uygulanarak incelendi. (Cizelge 3.2)
Boyanan preparatlar mikroskop ile incelenerek Ostrus dongiileri takip edilecektir. Boylece
deneklerin Ostrus dongiilerinin diizenli olup olmadig: kontrol edildi. 6. haftanin sonunda
ciftlesme i¢in uygun evrede oldugu bilinen, dstrus evresinde bulunan disi ratlar, disi/erkek
orani 2/1 olacak sekilde 24 saat siireyle ayn1 kafese katima alind1 [43]. Katima alinacak olan
erkek sicanlar daha onceden ciftlestigi ve yavru olusturdugu bilinen erkek siganlardan
secildi. Boylelikle erkek sicanlardan kaynakli bir infertilite sorununun Oniine geg¢ilmis

olundu.

Ciftlesmeyi takip eden giinde makroskobik olarak vajinal plak goriilmesi durumunda
denekler gebe kabul edildi.Vajinal plak goriilemeyen deneklerden ise vajinal smear drnekleri
alind1 ve Papanicolaou boyama protokolii uygulanarak incelendi. Vajinal smearde sperm
gortilmesi durumunda denekler gebe kabul edildi [44]. Gebelik saglanamayan denekler

caligmaya dahil edilmedi.

Cizelge 3.2. Papanicolaou boyama basamaklarini belirten ¢izelge

MADDE ZAMAN

% 96 Etanol 2 dakika
Distile su 2 dakika
Harris hematoksilen 1 dakika
Akar su 5 dakika

% 96 Etanol 15 saniye
Orange G Soliisyonu 4 dakika

% 96 Etanol 2 x 15 saniye
EA 50 Soliisyonu 8 dakika

% 96 Etanol 15 saniye

% 100 Etanol 2 x 30 saniye
Ksilen 2 dakika
Ksilen 2 dakika

Entellan
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3.2. Deneyin Sonlandirilmasi

Gebeligin olustugu gozlenen denekler 1 hafta sonra 45mg/kg Ketamin ve 5mg/kg Xylazine
olacak sekilde yiiksek doz altinda, intrakardiyak kan alinarak feda edilerek ovaryum dokular1

alind1.
3.3. Histolojik Yontem
3.3.1. Hematoksilen — Eozin boyama

Alinan ovaryum dokular1, % 10 nétral formalinde 36 saat tespit edildi. Daha sonra rutin
histolojik takip islemlerinin gegirilerek parafin bloklar elde edildi. (Cizelge 3.3) Tespit
edilen dokular akarsu altinda 16 saat yikandiktan sonra artan alkol derecelerinden (%70,
%70, %80, %96, %100) gecirilerek dehidrate edildi. Daha sonra dokular 1 saat siireyle
ksilole alindi. Ksilolden sonra ksilol + parafin (%50 / %50 oraninda) karisiminda etiivde 15
dakika bekletildi. Son olarak dokular etiiv i¢inde siv1 parafine 3 saat birakild1 ve siirenin

sonunda dokulardan, kesit almak i¢in parafin bloklar hazirlandi.

Cizelge 3.3. Rutin histolojik takip basamaklarini belirten ¢izelge

ASAMA MADDE ZAMAN
Fiksatif Cozeltisinden Arindirma (Yikama) Akar su 16 saat

% 70 Etanol 1 saat

% 70 Etanol 1 saat

% 80 Etanol 1 saat
Dehidratasyon e — oy

% 96 Etanol 1 Saat

%100 Etanol 1 Saat

Ksilen 40 dakika
Seffaflastirma Kislen + Parafin %Stgizga

Siv1 Parafin 3 saat (Etiivde)
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Gruplar arasinda, ovaryum yapisindaki degisiklikleri 1s1k mikroskobisi diizeyinde incelemek
amaciyla Hematokilen — eozin boyamasi protokolii uygulandi (Cizelge 3.4). Hazirlanan
parafin bloklardan mikrotom ile 4-5 mikron boyutunda kesitler alindi. Alinan kesitler
deparafinizasyon i¢in etiivde 57°C’de 1 gece inkiibe edildi ve etiivden alindiktan sonra 3 x
20 dakika ksilolden gegirilerek deparafinizasyon islemi tamamlandi. Daha sonra azalan alkol
derecelerinden (%2100, %96, %80, %70, %50) sirastyla gegirildi. Kesitler 10 dakika akarsuda
yikanip alkol uzaklastirildiktan sonra Harris Hematoksilen soliisyonunda 10 dakika tutuldu.
Sonra 10 dakika akarsuya alinan kesitlerden boyanin fazlasi uzaklastirildi. % 3’liik glasiyel
asetik asit soliisyonunda 4 — 5 dip yapalarak kesitler yeniden akarsu altina alindi. Kesitler 10
dakika eozin soliisyonunda tutuldu ve ardindan fazla boyay1 uzaklastirmak i¢in 10 dakika
akarsuda yikandi. Daha sonra kurutularak artan alkol derecelerinden (% 50, % 70, % 80, %
96, % 100) swrasiyla gecirildi bdylece fazla su kesitlerden uzaklastirildi. Kesitleri
seffaflastirmak i¢in 2x20 dakika ksilolde bekletildi ve siirenin sonunda entellan ile kapatildi.
Elde edilen preparatlar Leica DCM 4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme

sisteminde, Leica Q Vin 3 programi kullanilarak incelendi ve resimlendirildi.

Cizelge 3.4. Hematoksilen — eozin boyama basamaklarini belirten ¢izelge

ASAMA MADDE ZAMAN
57 OC etiiv 1 Gece
Deparafinizasyon 1'KS?IOI 2l dak?ka
2.Ksilol 20 dakika
3.Ksilol 20 dakika
% 100 Etanol 10 dakika
%96 Etanol 10 dakika
Dehidratasyon % 80 Etanol 10 dakika
% 70 Etanol 10 dakika
% 50 Etanol 10 dakika
Yikama Akar su 10 dakika
Boyama Harris hematoksilen 10 dakika
Akar su 10 dakika
Yikama % 3’liik glasiyel asetik asit  4-5 dip
Akar su 10 dakika
Boyama Eozin 12 dakika

Yikama Akar su 5 dakika
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Cizelge 3.4. (devam) Hematoksilen — eozin boyama basamaklarini belirten ¢izelge

% 50 Etanol 1 dakika

% 70 Etanol 1 dakika
Dehidratasyon % 80 Etanol 1 dakika

%96 Etanol 1 dakika

% 100 Etanol 1 dakika

Ksilol 20 dakika
Seffaflagtirma Ksilol 20 dakika
Kapama Entellan

3.3.2. Folikiil sayim

Hematoksilen eozin boyanmasindan sonra mikroskopta incelenen folikiiller 6zelliklerine

gore simiflandirilarak sayimlari yapildi (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Folikiillerin 6zelliklerine gore siniflandirilmasini igeren ¢izelge

Folikiil Ozelligi

. . .l Merkezde oosit ve etrafinda tek katli yassi
Primordial Foligl epitel hiicreleri bulunan folikiiller Y
Merkezde yerlesen oosit ve etrafinda tek
tabakal1 kiibik epitel bulunan folikiiller
Oosit etrafinda ¢ok tabakali kiibik epitel ve
Multilaminar Primer Folikiil oosit etrafinda olusmaya baslayan zona
pellusidayi iceren folikiiller
ok katl graniiloza hiicre tabakasi, antrum
Sekonder Folikiil sivisinin birikmeye baslamasi ve zona
pellusidasi belirgin olan folikiiller
Genis bir antrum ve perifere ¢ekilmis oosit
iceren folikiiller
Graniiloza hiicreleri arasinda olusan
Atretik Folikiil bosliklar1 ve incelmis ya da biiziigmiis zona
pellusida i¢eren folikiiller
Teka lutein ve graniiloza lutein hiicrelerini
iceren, oositin atildig1 ve kan damrlarinin
gelismesi ile hormon sentezleyen endokrin
yap1 haline gelen folikiiller

Unilaminar Primer Folikil

Graff Folikul

Korpus Luteum

Tek katl1 yassi epitel hiicreleri ile ¢evrili en kii¢iik folikiiller primordial folikiil, tek katl
kiibiik epitel hiicreleri ile ¢evrili folikiiller primer olarak siiflandirildi. Primer folikiiller
kendi arasinda tek katli ya da ¢ok kath kiibiik epitel ile ¢evrili olmast durumuna gore iki
gruba ayrildi. Tek katli kiibik epitelle ¢evrili folikiillere unilaminar primer folikiil, ¢ok katl

kiibik epiteller ¢evrili ve oositin etrafinda olusmaya baslayan zona pellusida igeren folikiiller
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multilaminar primer folikiil olarak incelendi. Belirgin bir zona pellusida igeren ve antrum
stvisinin olusmaya basladigi biiylimiis folikiiller sekonder, Daha genis bir antruma sahip ve
oositin periferde oldugu folikiiller ise graf folikiil olarak degerlendirildi. Oosit etrafinda
bozulmus zona pellusida ya da foliikiil i¢inde bosluklar olmasi1 durumunda folikiil, atretik

folikiil olarak kabul edildi. Korpus luteum yapilar1 folikiillere ek olarak sayildu.
3.3.3. Immiinohistokimyasal inceleme

Hazirlanan parafin bloklardan poly-I-izin lamlara mikrotom ile 4 - 5 um'lik kesitler alindi.
deparafinizasyonu kolaylastirmak amaciyla etiiv 1sis1 60 °C’ ye cikartilarak 2 saat daha
bekletildi. Deparafinizasyonu tamamlamak i¢in 2 kez 15 dakika ksilolde bekletildi ve sonra
kesitler sirasiyla azalan alkol derecelerinden (%2100, %96, %80, %70, %50) 7’ser dakika
gecirilerek dehidrate edildi. Ardindan 2 kez 5’er dakika distile suda bekletilerek alkolden
arindirildi. Doku igerisinde formaldehitin kapattig1 reseptor bolgelerinin agiga ¢ikarilmasini
saglamak amaciyla mikrodalga firinda 1 M sitrat tamponuna (pH: 6.0) 2 kez 5 dakika etkin
birakildi ve oda 1sisinda 30 dakika sogutulduktan sonra Pap pen ile lamlarin iizerindeki
kesitte dokularin etrafi ¢izildi. Lamlar % 3’liikk hidrojen peroksite etkin birakilarak
dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Daha sonra, lamlar PBS (Phosphate
Buffer Saline) (pH: 7.4) ile 3 kez 5 dakika yikandiktan sonra 6zgiin olmayan baglanmalarin
engellenmesi amaciyla Ultra V Block soliisyonu ile dakika 10 dakika yikandi. Bu islemden
sonra primer antikor StAR (1/25) (Bioss, StAR Polyclonal Antibody 100ul, ref: bs-3570R
Bioss-USA) uygulanarak +4°C’de 1 gece inkiibe edildi. Daha sonra PBS ile 3 kez 3 dakika
yikanip 10 dakika biyotinli sekonder antikor uygulanarak primer antikora baglanmasi
saglandi. Tekrar 3 kez 3 dakika PBS ile yikandiktan sonra dokular enzimin biyotine
baglanmas1 amaciyla streptavidin peroksidaz enzim kompleksine 10 dakika etkin birakildi
ve kromojen olan DAB (3,3'diaminobenzidine) uygulanarak immiin reaksiyonun agiga
cikmasi saglandi. Zemin boyamasinda Harris’in Hematoksileni (0B52Y092, Merck,
Germany) kullanildi1 ve lamlar entellan (Merck, lot:HX378130, Germany) ile kapatildi.
(Cizelge 3.6)

Immiinohistokimyasal tutulumlar her bir antikor ve her grup icin degerlendirildi. Gruplar
arasindaki tutulum yogunluklari arasinda anlamli bir farklilik olup olmadiginin tespit

edilmesi i¢in uygun istatistiksel veriler olusturuldu.
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Hazirlanan preparatlar Leica DM 4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme

sisteminde, mikroskop altinda degerlendirilecek ve sisteme bagli Leica Q Vin 3 programinda

resimlendirildi.

Cizelge 3.6. Immiinohistokimyasal inceleme basamaklarmi belirten ¢izelge

- IMMONOHISTOKIMYA (IHC)PROTOKOLU

ASAMA
Deparafinizasyon

Dehidratasyon

Rehidratasyon
Antijen retrieval

Yikama

Dokular sinirlama
Endojen Enzim bloklama
Yikama

Primer antikor
Yikama
Sekonder baglanma

Yikama

Kromojen
Yikama

Zemin boyama
Yikama
Kapama

MADDE

60 °C etiiv
1.Ksilol
2.Ksilol
%2100 Etanol
%96 Etanol
% 80 Etanol
% 70 Etanol
% 50 Etanol
Distile su
Sitrat (mikrodalgada)

Distile su

PBS

Pap Pen

Hidrojen peroksit

PBS

Ultra V blok

StAR (+4 °C)

PBS

Sekonder biotinli anti -
polivaent (IgG)

PBS

Streptavidin peroksidaz
DAB

PBS

Distile su

Harris hematoksilen
Distile su

Entelllan

ZAMAN

2 saat

20 dakika (etiivde)
20 dakika

7 dakika

7 dakika

7 dakika

7 dakika

7 dakika

2 x 5 dakika

2 x 2 dakika
3 x 2 dakika
2 x 5 dakika

3 x 3 dakika

15 dakika

3 x 3 dakika
10 dakika

1 gece

3 x 3 dakika
10 dakika

3 x 3 dakika
10 dakika

1,5 ve 4 dakika
1 - 2 dakika

5 dakika

10 saniye

5 dakika



20
3.3.4. istatistiksel analiz
Histokimyasal boyamalar sonunda kesitler, Leica DM 4000 (Germany) bilgisayar destekli

goriintiilii analiz sistemleri degerlendirildi. Imagel] Software programui ile sayisal veriler

olusturuldu. Uygun istatistik programu ile elde edilen verilerin degerlendirilmesi yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

4.1.1. Ciftlesme Oncesi vajinal smear bulgular

Ratlarin ¢iftlesmesi i¢in uygun dstrus evresinde oldugunun belirlenmesi gerekir. Calismada
4 hafta sonra her iki gruptaki deneklerden vajinal smear 6rnekleri alindi. Pappenicolau ile
boyanan vajinal smear drnekleri dstrus dongiisiiniin evresini belirlemek i¢in 151k mikroskobu
ile incelendi. Inceleme sonucunda ¢alismamizda prodstrus evresi belirteci olarak, kiigiik
cekirdekli epitelyal hiicreler (Resim 4.1), didstrus evresi belirteci olarak, ¢ok sayida bulunan
notrofil hiicreleri (Resim 4.2), metdstrus evresi belirteci olarak, 16kositlerin bulunmasi
(Resim 4.3) ve ostrus evresi belirteci olarak ise ¢ok sayida kornifiye hiicreler (Resim 4.4)
kabul edildi. Vajinal smear sonuglar1 dogrultusunda 6strus evresinde oldugu tespit edilen

deneklerin ¢iftlesmeye uygun olduklar1 belirlendi.

Resim 4.1. Dibstrus evresi, a:10X biiylitme, b:20X biiyiitme, c:40X biiylitme
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Resim 4.2. Metdstrus evresi, a:10X biiyiitme, b:20X biiyilitme, c:40X biiyiitme



Resim 4.3. Prosostrus evresi a:10X biiyiitme, b:20X biiyiitme, c:40X biiylitme
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Resim 4.4. Ostrus evresi, a:10X biiyiitme, b:20X biiyiitme, c:40X biiyiitme
4.1.2. Hematoksilen — Eozin bulgular:

Kontrol grubuna ait farkli over dokusu histopatalojik kesitlerde, iyi gelismis ovaryan
folikiiller, normal yapilarinda goriilen kan damarlar1 ve stromal hiicreler belirlendi (Resim
4.5). Oositin etrafi tek katli yassi epitelle ¢evrili primordial folikiillerin normal yapida
gelistigi tespit edildi. Unilaminar primer folikiilde epitel hiicreleri belirgin olarak izlendi.
Multilaminar primer folikiilde oosit etrafinda zona pellusida olugsmaya basladig1 gézlendi.
Sekonder (pre-ovulator) folikiillerin yapisinda tipik oosit morfolojisi ve okromatik ¢ekirdegi
izlenilen ¢evresinde iyi gelismis zona pellusida ve onun da ¢evresinde iyi gelismis graniiler
hiicreler goriilmektedir (Resim 4.6). Graf folikiillerde graniiloza hiicreleri, teka interna ve
eksterna hiicreleri normal yapisinda izlendi (Resim 4.7). Korpus luteum hiicrelerindeki
hipertrofi ve proliferasyon ile birlikte steroidogenik hiicrelerin farklanmis olduklar
belirlendi. Teka interna yapisinda anjiogenez belirgindir (Resim 4.8). Kontrol grubuna ait
over dokularii ¢evreleyen kiibik germinal epitel hiicreleri de normal yapilarinda izlendi.
Korteks yapisinda gelisimin farkli asamalarinda bulunan folikiiller saglikli yapilarinda

goriildii (Resim 4.9). Bunun yani sira folikiillerin normal histolojik yapilarinda sayica fazla
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korpus luteum yapisi gézlendi. Ovaryum medullas1 ve burada bulunan kan damarlarinin

gelisimi normal olarak degerlendirildi (Resim 4.10).

D vitamini eksikligi olusturulan deney grubu histolojik kesitlerinde en belirgin histopatalojik
degisim korpus luteum yapilarindaki belirgin azalma olarak degerlendirildi (Resim 4.11).
Luteal hiicrelerde ooplazmada ¢esitli folikiillere ait graniiloza hiicrelerindeki vakuolizasyon
ile birlikte hem stromada hem de folikiiler graniiloza hiicreleri ve korpus luteum hiicreleri
arasinda olusan belirgin bosluklar olarak izlendi. Zona pellusidasi silinmis atretik
folikiillerde bulunan oositlerde mikrogekirdek olusumu DNA hasarinin belirteci olarak
izlendi. Atretik folikiil yapisindaki oosit niikkleoplazma ve sitoplazmasinda belirgin vakuoler
olusumlar goriilmekteydi (Resim 4.12). Deney grubunda sekonder folikiil asamasindan
sonraki folikiiler yapilar azalirken atretik folikiillerin arttig1 belirlendi. Stromal hiicrelerin
piknotik ¢ekirdekleri dikkat ¢ekmekteydi. Stroma ve teka internaya ait damar yapilarinda
belirgin dilayasyon goriildii (Resim 4.13). Bir¢ok sekonder folikiil yapisindaki oosit
plazmasinda ¢ekilme, bosalma gibi ciddi histopatolojik bulgularin varliginin yani sira, zona
pellusida yapisinda silinme, bozulma, graniiloza hiicrelerinde piknotik ¢ekirdekli ya da
vakuollii dejeneratif olusumlar, graniiloza hiicreleri arasinda olusan yarik benzeri bosluklar
saptandi (Resim 4.14). Germinal epitel deney grubunda yer yer dokiilmiis olarak izlendi.
Germinal epitelin altindaki korteks stromal hiicreleri arasinda olusan hemorajik alanlarin
olustugu belirlendi. Piknotik c¢ekirdekli graniiloza hiicrelerine sahip multilaminar primer
folikiillerin bazilarinda kalinlasmis diizensiz zona pellusida yapisi izlendi (Resim 4.15). D
vitamini eksikligi olusturulmus deneklere ait over dokusunda medullar damarlarin oldukga
dilate oldugu ve yapilarimin bozuldugu dikkat ¢ekti. Folikiillere ait teka interna ve teka
eksterna yapilarinda biitiinlesme izlendi. Bu iki yap1 birbirinden ayirt edilemez durumda
izlendi (Resim 4.16). Korpus luteum yapisindaki teka lutein ve graniiloza lutein hiicrelerinde
vakuolizasyon, piknotik ¢ekirdekler ve aralarinda olusan bosluklar belirgin degisiklikler
olarak goriildii (Resim 4.17). Folikiillerde mekik benzeri graniiler hiicre olusumlar1 dikkat
cekti. Bu hiicrelerin oosite, merkeze dogru bir ¢ekim varmis gibi organize olduklar
belirlendi (Resim 4.18). Bazi korpus luteum yapilarinda goriilen sekil bozukluklar1 yapinin
ayirt edilemez duruma gelmesine neden oldu (Resim 4.19). Over stromasinda yayilmasina
kadar ilerlemis durumda oldugu goriildii. Cok sayida piknotik ¢ekiirdekli graniiloza hiicreleri

ile ¢cevrelenmis hemorajik alanlar1 kapsayan multilaminar dejeneratif folikiillerin varligi

dikkat ¢ekiciydi.
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L

Resim 4.5. Ge: Germinal epitel, Mp: Multilaminar primer folikil, Cl: Korpus luteum, T:
Teka tabakalari, Os: Ovaryum stromasi. Af: Atretik folikiil. 4X Biiyiitme



Resim 4.6. Saglikli gelisen sekonder folikiil 40X Biiyiitme. Os: Ovaryum stromasi,
Sf: Sekonder folikiil, O:Oosit, Gh, Graniiloza hiicreleri, Zp: Zona pellusida,
Pf: Primordial folikiil, Mp: Miltilaminar primer folikiil
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Resim 4.7. Graf folikiilde normal yapisinda izlenen teka interna ve eksterna 20X Biiyiitme.
Ge: Germinal epitel, Gh Graniiloza hiicreleri, Zp: Zona pellusida, A: Antrum,
T: Teka tabakalari, Os: Ovaryum stromasi, Cl: Korpus luteum, K: Kan damarlari
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Resim 4.8. Korpus luteum yapisinda farklanmig hiicreler ve teka interna anjiogenez
olusumu 10X Biiyiitme. Cl: Korpus luteum, K: Kan damarlari, Os: Ovaryum
stromasi
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Resim 4.9. Korteks yapisinda saglikli gelisen farkli gelisim evrelerindeki folikiiller
4X Biiyiitme. Cl: Korpus luteum, Af: Atretik folikiil, Sf: Sekonder folikiil,
Os: Ovaryum stromasi, Up: Unilaminar primer folikiil
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Resim 4.10. Ovayum medullasinda bulunan kan damarlarinim saghkli gelisimi 40X
Biiyiitme. S: Sinir, Os: Ovaryum stromasi
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Resim 4.11. D vitamini eksikligi olusturulan grupta korpus luteum yapilarinda azalma ve
atretik folikiillerde artis (4x) Cl: Korpus luteum, Af: Atretik folikiil,
Os: Ovaryum stromasi, K: Kan damarlari
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Resim 4.12. Atretik folikiillerde zona pellusida kaybi (10x) Cl: Korpus luteum, Af: Atretik
folikiil, Os: Ovaryum stromasi, K: Kan damarlar1



Resim 4.13. Ovaryum stromasinda damar yapilarinda belirgin dilatasyon (10x)
Mp: Multilaminar primer folikiil, Af: Atretik folikiil, Os: Ovaryum stromasi,
K: Kan damarlari, Cl: Korpus luteum



Resim 4.14. Sekonder folikiillerde dejenerasyon (20x) Pf: Primordial folikiil, Sf: Sekonder
folikiil, A: Antrum, Gh: Graniiloza hiicreleri, Zp: Zona pellusida, Af: Atretik
folikiil, Os: Ovaryum stromasi
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Resim 4.15. Multilaminar  primer folikiilde kalinlasmis zona pellusida  (40x)
Mp: Multilaminar primer folikiil, Zp: Zona pellusida, O: Oosit, Os: Ovaryum
stromasi, Af: Atretik folikiil



Resim 4.16. Teka interna ve eskterna yapilarinin birlesmis olmasi (40x) Cl: Korpus luteum,
T: Teka tabakalari, K: Kan damarlar1
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Resim 4.17. Bosluklu korpus Iuteum yapisi (50x) Cl: korpus luteum, luteal hiicreler arasi
olusan bosluklar, 40x biiylitme



Resim 4.18. Oosite dogru cekilen mekik sekilli folikiiler hiicreler (20x) Gh: Graniiloza
hiicreleri, Mh: Mekik seklinde gozlenen hiicreler, Af: Atretik folikiil,
Os: Ovaryum stromast



Resim 4.19. Dejenere olmus korpus luteum (10x) Af: Atretik folikiil, K: Kan damarlari,
Os: Ovaryum stromasi, Sf:Sekonder folikiil, Cl: Korpus luteum, Gh: Graniiloza
hiicreleri, Mh: Mekik seklinde gozlenen hiicreler

4.1.3. Folikiil sayim bulgulari

Histolojik inceleme sonunda over dokusunda bulunan folikiiller gelisim evrelerine gore

siiflandirilan folikiillerin sayimlar1 yapildi.

Folikiillerin sayimlar1 ¢ift tekrarli olarak yapildi ve sonuglar Spss programi ile
degerlendirildi. Kontrol ve deney gruplarinda primordiyal, unilaminar ve multilaminar
primer follikiiller, korpus luteum ve atretik follikiiler karsilagtirildiginda gruplar arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark olmadig: belirlendi. Sekonder ve Graaf folikiilleri ise

kontrol grubuna gore anlamli olarak azalma gosterdi (Resim 4.20).
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Resim 4.20. Folikiil sayimu istatistiksel analizi
4.1.4. Iimmiinohsitokimyasal analiz bulgular

Steroidogenik akut diizenleyici protein StAR (STARD1), mitokondrinin i¢ine kolesteroliin
tasinmasinda gorev yapan bir tasiyici proteindir. Bu nedenle, birincil olarak teka hiicreleri,
luteal hiicreler gibi over hiicreleri ile testis dokusunun Leydig hiicreleri ve adrenal bezin
korteks hiicreleri gibi steroid sentezi yapan hiicrelerde tanimlanmistir. Son yillarda yapilan
giincel ¢aligmalarda Gonadlarda, Beyin dokusunda ve Plasenta’da birgok farkli hiicrede
gosterilmistir. Caligmamizda StAR proteini immiinreaksiyonu kontrol ve deney gruplari
over dokularinda 6 ayri1 kesitte ve her kesitte bir merkez 6 perifer bolgede incelenmis ve su

sekilde tanimlanmustir.

Kontrol grubunda normal yapisindaki yetiskin ratlarin over dokusunda, kiibik yapidaki
Geminal Epitel hiicrelerinde pozitif immiin reaksiyon goriildii (Resim 21, Resim 28, Resim
4.29). Korteks stromasinda immiin reaksiyon olusumu belirlenmedi (Resim 4.21, Resim
4.22). Primordial folikiillerde immiin boyama izlenmedi. Multilaminar primer folikiillerde
oosit sitoplazmasinda ve ¢ekirdeginde zayif immiin reaksiyon goriildii ancak bu folikiillerin
graniiloza hiicreleri ¢ogunlukla immiin negatif olarak goézlemlendi. Seyrek olarak bazi

graniiloza hiicrelerinde orta dereceli immiin reaksiyon gortildii (Resim 4.25). Sekonder
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folikiillerin ise erken asamalarinda oosit sitoplazmasi, niikkleoplazma zayiftan ortaya tutulum
gosterirken ¢ekirdekgikte ve zona pellusida da kuvvetli tutulum goriildii (Resim 4.23).
Literatiire ge¢mis oosit maturasyonu boyunca oositin bir¢ok steroid yapida molekiil
sentezledigi bilgisi ile dogru orantili olarak hem oosit sitoplazmasinda hem de
niikleoplasmasinda kuvvetli immiinreaksiyon izlendi. Folikiil biiyiidiikkce sekonder ve
tersiyer folikiil yapisi i¢indeki primer oositlerde sitoplazma ve ¢ekirdekte reaksiyonun arttigi
goriildii. Sekonder folikiilde ge¢ asamada, oosit sitoplazmasi ve ¢ekirdek ortadan siddetliye
degisen immiin pozitif reaksiyon gosterdi (Resim 4.26). Antruma komsu graniiloza
hiicrelerinde kuvvetli Star tutulumumun arttigt gozlenmekteydi. Graf folikiillerde
niikleoplazmada daha kuvvetli tutulum gozlenirken sitoplazmada orta tutulum izlendi.
Tersiyer folikiillerin oosit ¢evresindeki korona radiata ve kiimiiliis ooforus hiicrelerinde
kuvvetli immiin pozitif reaksiyon izlendi. Korpus luteum yapisindaki Graniiloza hiicreleri
kuvvetli pozitif tutulum gosterdi (Resim 4.27, Resim 4.31). Bunun yani sira en belirgin ve
giicli tutulum interstisyal bezlerde goriildii (Resim 4.24). Korpus Luteumun, gevre
graniiloza hiicrelerinde merkeze dogru artan immiin reaksiyon izlendi. Atretik folikiillerde
kuvvetli immiinreaksiyon saptandi. Kapiller endotel hiicrelerinde gii¢lii pozitif reaksiyon
izlenirken, bu kapillerin liimenindeki yapilarda yine olduk¢a kuvvetli immiin reaksiyon
izlendi. Bunun yani sira baz1 daha biiyiik damarlarin endotel hiicrelerinde immiin reaksiyon
zayif ya da izlenmedi fakat bu damarlarin liimen yapilarinda olduk¢a kuvvetli immiin

reaksiyon gozlendi (Resim 4.28).

Ozellikle sekonder ve tersiyer folikiillerin Zona pellusida yapilarinda da oldukca giiclii
immiin reaksiyon goriildii (Resim 4.30). Bu reaksiyonun da primer oosit tarafindan
sentezlenerek salgilanan steroid yapilarin sentez bilesenlerinde ve folikiiler sivinin
yapisindaki steroid yapidaki bilesenlerin sentezi ile iligkilendirilebilecegi literatiir bilgisi ile

desteklendi.
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Resim 4.21. Kontrol grubunda biiyiik biiyiitmede over dokusu. IB: Interstisyel bez,
KL: Korpus luteum, *: Biiylimekte olan folikiiller, Ok basi: Germinal Epitel.
4X biiylitme

Resim 4.22. Kontrol grubunda saglikl1 gelisen over dokusu. IB: Interstisyel bez, KL: Korpus
luteum, SF: Sekonder folikiil. 4X biiyiitme
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Resim 4.23. Kontrol grubunda interstisyel bezlerde ve sekonder folikiilde ooplazmada
gbzlenen tutulum. IB: Interstisyel bez, SF: Sekonder folikiil. 20X biiyiitme
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Resim 4.24. Kontrol grubunda korpus luteumlarda ve interstisyel bezlerde gdzlenen
tutulum. IB: Interstisyel bez, KL: Korpus luteum. 4X biiyiitme
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Resim 4.25. Kontrol grubunda biiyiimekte olan folikiillerde gézlenen tutulum. I: Interstisyel
bez, *: Biiylimekte olan folikiiller

Resim 4.26. Sekonder folikiillerde zona pellusidada gozlenen tutulum. IB: Interstisyel bez,
SF: Sekonder folikiil. 10X biiyiitme
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Resim 4.27. Korpus luteum hiicrelerinde ve intersitisyel bezlerde gozlenen tutulum.
KL: Korpus luteum, IB: Interstisyel bez. 20X biiyiitme

Resim 4.28. Kontrol grubunda kan damarlarinun liimeninde goézlenen tutulum. A Kan
damarlari. 20X biiytlitme
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Resim 4.29. Germinal epitel de ve interstisyel bezlerde gozlenen tutulum. Ok: Germinal
epitel, IB: Interstisyel bez. 20X biiyilitme
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Resim 4.30. Sekonder folikiilde zonapellusida ve ooplazmada goézlenen tututlum.
IB: Interstisyel bez, SF: Sekonder folikiil, GH: Graniiloza hiicreleri, ZP: Zona
pellusida. 40X biiylitme
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Resim 4.31. Korpus luteum hiicrelerinde goézlenen tutulum. KL: Korpus luteum.
40X biiyiitme

D vitamini eksikligi olusturulan Deney gruplarina ait over dokularinda immiinreaksiyon

over dokusunu olusturan ve kontrol grubunda degerlendirilen tiim yapilarda karsilastirildu.

Tutulumlar hem kontrol hem deney grubunda ayni yapilarda olmakla beraber bahsi gegen

tim yapilarda deney grubunda ¢ok daha zayif reaksiyon izlendi.

Kiibik epitelden olusan germinal epitelin baz1 hiicrelerinde kuvvetli olmakla birlikte kontrol
grubu ile karsilastirildiginda zayif ya da orta dereceli immiin tutulum gézlendi. Korteks
stromasinda negatif immiin reaksiyon izlendi (Resim 4.32). Intersitisyel bezlerde kontrol
grubuna oranla daha az da olsa tutulum gozlendi (Resim 4.32). Kapiller endotel hiicreleri
ve liimen yapilarinda kuvvetliden ortaya degisen reaksiyon goriildii. Primordial folikiillerde
immiin reaksiyon izlenmedi. Unilaminar primer folikiilde sitoplazmada orta dereceli immiin
tutulum gozlendi. Multilaminar primer folikiilde Kontrol gurubuna kiyasla daha zayif
immiin reaksiyon goriildi (Resim 4.33, Resim 4.39). Korpus luteum yapilarinin ¢ogunda
negatif immiin reaksiyon gostermekteydi. Kontrol grubuna gore yaygin bir tutulum

izlenmedi (Resim 4.34). Sekonder folikiillerin erken evresinde genel olarak zayif tutulum
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izlendi (Resim 4.35, Resim 4.36, Resim 4.38). Bazi kan Damarlarinin limen,nde ppozitif
immiin reaksiyon izlendi (Resim 4. 37). Tersiyer folikiil ya da Graff folikiillerinde de kontrol
grubuna oranla tiim yapilarda ¢ok daha zayif immiin reaksiyon goriildii. Atretik folikiiller
orta dereceli pozitif reaksiyon gostermekteydi. Bazi korpus luteum yapilarin
merkezlerinde immiin pozitif reaksiyon izlendi. Graniiloza hiicreleri zayiftan ortaya degisen

ve bazilar1 belirgin sekilde orta dereceli immiin pozitif reaksiyon gostermekteydi.

StAR proteininin deney grubunda daha giiglii reaksiyon gostermesi literatiir bilgileri ile de
ortiismekteydi. Bu protein steroid sentezi yapan hiicrelerde sentezlenmekte olup over
yapisinda ise literatiirde en ¢ok interstisyel bezlerde, teka interna ve granulosa lutein
hiicrelerinde tanimlanmistir. Bizim ¢alismamizda da immiin reaksiyon hem deney hem
kontrol grubunda en giiclii reaksiyonu interstisyel bezlerde gosterdi. Deney grubundaki
reaksiyon, saglikli kontrol grubuna oranla ¢ok da az yaygin ve daha az reaktif olarak
saptand1. Sonug olarak steroid sentezinde son derece 6nemli olan Star proteininin D vitamini
eksikliginde oOzellikle teka interna, graniilosa lutein ve intersitisiyal bezlerdeki zayif
tutulumu, gebeligin devaminin saglanmasi ve korunmasinda negatif bir etki olusturabilir
kanisina varilmistir. Bu ¢alismada elde edilen bulgularin literatiire katki saglayacag:

diistiniilmekle birlikte daha ileri ve farkli metodolojiler ile yapilacak c¢aligmalarla

desteklenmesi gerekmektedir.

Resim 4.32. D vitamini eksikligi olusturulan deney grubunda over dokusunda gdzlenen
tutulum. IB: Interstisyel bez, KL: Korpus luteum. 10X biiyiitme



50

Resim 4.33. Gelismekte olan folikiillerde gézlenen ooplazmik tutulum. *: Gelismekte olan
folikiil, IB: Interstisyel bez, KL: Korpus luteum. 10X biiyiitme

Resim 4.34. Korpus luteum hiicrelerinde gdzlenen tutulum. KL: Korpus luteum,
IB: Intersitisyel bez. 20X biiyiitme
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Resim 4.35. Sekonder folikiilde zona pellusida da gozlenen tutulum. IB: Interstisyel bez,
SF: Sekonder folikiil, ZP: Zona pellusida. 20X biiyiitme

Resim 4.36. Sekonder folikiilde zona pellusida da ve graniiloza hiicrelerinde gdzlenen
tutulum. IB: Interstisyel bez, SF: Sekonder folikiil, ZP: Zona pellusida,
O: Oosit. 40X biiyiitme.
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Resim 4.38. Sekonder folikiilde graniiloza hiicrelerinde ve ooplazmada gozlenen tutulum.
IB: Interstisyel bez, SF: Sekonder folikiil, A: Antrum, GH: Graniiloza hiicreleri,
T: Teka tabakalari. 20X biiylitme
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Resim 4.39. Gelismekte olan folikiillerden multilaminar primer folikiilde ooplazmada
Gelismekte olan folikiil.

gozlenen tutulum. IB: Interstisyel bez, *:

40X biiyiitme

4.1.5. istatistiksel analiz

Her bir denekten elde edilen 6 preparatta boyanma yogunlugu &lgiimii yapildi. Image j

Programinda analiz edilen goriintiilerin boyanma yogunluklar1 sayisal olarak elde edildi.

Elde edilen verilerden her bir denek i¢in ortalama deger hesaplandi.

Cizelge 4.1. Kontrol grubu i¢in her bir denekten elde edilen 6 preparatta tutulum yogunlugu

Ol¢iimii ve her bir denek icin hesaplanan ortalama degerler

Kontrol Grubu

Denek numarasi

1

2

3

4

5

6

Tutulum yogunluklari 6l¢timii

19.202

10.274

17.570

30.069

20.308

28.605

26.249

13.177

22.953

21.912

21.502

28.547

20.625

25.801

23.185

29.081

21.529

24.024

21.410

16.809

14.253

22.493

25.558

23.808

20.138

17.165

23.466

26.240

27.873

27.435

22.290

19.574

13.131

17.690

28.792

29.026

Ortalama

21.652

17.133

19.093

24.581

24.260

26.908
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Cizelge 4.2. Deney grubu icin her bir denekten elde edilen 6 preparatta tutulum yogunlugu
Olctimii ve her bir denek i¢in hesaplanan ortalama degerler

Deney Grubu |

Denek numarasi 1. 2. 3. 4, 5. 6.
7.346 1945 10.116 5.901 11.152 12.840
5730 4.690 @ 6.123 9.407 9.376 9.775
4219 11.486 8.336 6.737 15579 | 9.888
5205 2450 4.314 12.855 10.405 9.771
7.943 7.416 6.912 12.131  9.588 9.710
4505 4552 8.899 8.390 12.797  10.118
Ortalama 5.825 5423 | 7.450 9.237 11.483 | 10.350

Tutulum yogunluklar 6lgtimii

StAR Protein Analizi

150.000

100.000

Tutulum Alani dlgdmleri

50.000

Kontrol Grubu Dengy Grubu

Resim 4.40. Tiim gruplarda tutulum alanlarinin dl¢iimlerine dayali toplam alan degerleri

SPSS programinda yapilan normallik testine gore verilerin normal dagildig: tespit edildigi

icin (p>0.05) T testi yapilmistir.

Cizelge 4.3. Grup istatistiginde gruplarin standart sapma ve standart hata degerlerini
gosteren ¢izelge

Standart Sapma Standart Hata

Kontrol n=6 2227117 3,679018 1,501953
Deney n=6 8,29467 2,463211 1,005602
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Gruplardan her bir denek i¢in elde edilen ortalama veriler SPSS programinda bagimsiz
degiskenler icin T testi ile analiz edildi. Kontrol ve deney grubu, tutulum yogunluklar
arasinda yapilan T testi sonucunda p<0.05 bulundu ve iki grup arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark oldugu tespit edildi.
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5. TARTISMA

D vitamini eksikligi giiniimiizde olduk¢a sik karsilan bir problem olmaktadir. Diinya
genelinde D vitamini eksikligi giincel bir arastirma konusudur. Ozellikle iireme sistemi
rahatsizliklarinda D vitamininin etkisinin son zamanlarda literatiirde en fazla arastirilan
konulardan birisi olmustur. Disi iireme sisteminde D vitamini eksikliginin polikistik over
sendromu, preklaamsi, ani diisiikler ve kisirlikla baglantili oldugu ortaya ¢ikarimustir.
Ancak bunlara nasil sebep oldugu ve maternal D vitamininin gebelik sirasindaki dnemini

arastiran calismalar devam etmektedir.

Ovaryum folikiillerinde D vitamini 6nemini arastiran ¢alismalarda D vitamini reseptdriiniin
etkinligi ile belirlenmektedir. Xu ve arkadaglart (2016) Arastirmacilar, 14 disi denek
kulland1. Uygun kosullar altinda 6tanazi yapilarak alinan ovaryum dokularina real time PCR
ve VDR protein lokalizasyonu i¢in immiinohistokimya ydntemleri uygulamislardir.
Arastirmacilar deney sonucunda, VDR ifadesi, graniiloza hiicrelerinde, oosit ¢ekirdeklerinde
ve sitoplazmalarinda bulundugunu ortaya ¢ikarmislardir. Primordial folikiillerin graniiloza
hiicrelerinde belirgin tutulum goriillmezken folikiil biiylidik¢e tutulumun arttigini

belirlemislerdir [45].

Literatiirde bulunan baska bir ¢alismada Behmanesh ve arkadaslar1 da (2019) arastirmacilar
bu deneyde 8 haftalik 40 adet wistar albino rat kullanarak standart kosullarda bakimlari
sagland1 ve 4 grup (n=10) olusturulan bir ¢alisma planlamislardir. [46]. Deney gruplarinda
PKOS indiiklediler ve bir gruba tedavi amaci ile D vitamini ve uygulandi. PKOS
indiiklemesi i¢in 2mg/kg estradiol valerat enjekte ettiler. PKOS indiiklemesi vajinal smear
ornekleri ile dogrulamislardir. Kontrol grubuna ve PKOS grubuna 14 giin boyunca 1mg/kg
D vitamini tedavisi uyguladilar. Deneyden 1 hafta once kizginlik dongiilerini
degerlendirmek igin vajinal smaer ornekleri alarak ve incelemisler. Calisma i¢in diizenli bu
ornekler 4-5 giin incelenerek adet dongiisii olan denekleri belirlemisler. Deney sonunda
histopatolojik degerlendirme i¢in ovaryum dokularini elde etmislerdir. Ovaryum dokularina
hematoksilen eozin yontemi uygulamis ve gruplar arasinda ovaryum folikiillerini
degerlendirmislerdir. Kontrol ve pkos indiiklenmeyen ama D vitamini tedavisi uygulanan
deneklerde gelisim asamalarindaki ovaryum folikiillerinin saglam oldugunu belirlemislerdir.
PKOS indiiklenen ve D vitamini ile tedavi edilen diger grupta normal folikiil gelisimi,

saglikli graniiloza hiicreleri, teka hiicreleri ve korpus luteum yapilarinin goriilmesi ile
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saglikl folikiil gelisimi oldugu belirlemis oldular. Ayn1 zamanda folikiil sayimi yapimis ve
PKOS indiiklenen grupta folikiil ayisinda azalma gozlemlemisler. D vitamini tedavi

grubunda ise folikiil sayilarinin anlamli olarak arttigini tespit etmislerdir.

Baska bir calismada ise Grzeczka ve arkadaslari, D vitamini ve eksikliginin yumurtalik
folikiilleri izerindeki 6nemi arastiran bir inceleme yapmislardir [47]. D vitamini eksikliginin
infertilite ile ilgili oldugunu tespit etmislerdir. D vitamininin oosit kalitesini etkiledigini ve
oosit olgunlagmasi iizerine etkisinin oldugunu bu ¢alisma ile gostermislerdir. Hamilelik
donemi Oncesinde ve sonrasinda D vitamini takviyesi hala tartisilan bir konu olsa da D
vitamini eksikliginde disi ilireme sisteminin ve gebeligin olumsuz etkilendigini
gostermislerdir. Disi iireme sisteminin sagligini korumak icin D vitamini seviyelerinin

Onemini vurgulamislardir.

Literatiirde bulunan diger bir ¢alisma ise, Nelson ve arkadaslar tarafindan yapilan korpus
luteumda hiicrelerini arastirmaktadir [48]. Bu ¢alismada gebe deneklerin korpus luteumunda
bulunan hiicreleri izole etmek amaglanmistir. Biiyiik ve kiiclik hiicre popiilasyonu hiicre
kiiltiirtinde morfolojilerine gore farklilik gosterdigini belirlediler. Kii¢iik luteal hiicreler,
oval bir ¢ekirdek bulundurmasi ile karakterize edildi ayni zamanda az miktarda lipit
damlacig1 igerdigi tespit edildi. Biiyiik luteal hiicrelerin ise kiigiik ¢ekirdekli ve bol lipit
damlacikli morfolojik yapilarimi gordiiler. Biiyiik ve kiiclik luteal hiicrelerin her ikisininde
sitokrom P450 enzimlerini sentezledigini belirttiler. Ancak biiyiik luteal hiicrelerdeki P450
enzim sentezi ve progesteron tiretiminin daha fazla oldugunu ortaya ¢ikardilar. Steroidojenik
olmayan hiicrelerle birlikte biiyiik luteal hiicreler kiiltiirlendiginde is progesteron sentezinin
arttig1 gorilldii. Bu ¢alismanin sonucu olarak iki hiicre tipinin steroidojenik kapasitesindeki
farkliligin boyutlarindan dolay1 daha belirgin oldugunu gosterdiler. Ayn1 zamanda korpus
luteumda bulunan steroidojenik olmayan hiicrelerin de luteal hiicre steroidogenezi iizerinde

onemli bir etkisinin oldugunu da kanitlamiglardir.

Bir diger calismaya bakildiginda Stocco ve arkadaslari, korpus luteum olusumunun
molekiiler kontroliinii aragtirmiglardir [49]. Korpus luteumun gelisim sebebi progesteron
sentezini saglamaktir. Progesteronun gebelik boyunca uygun seviyelerde tutulmasi farkli
molekiiler diizenlemeler ile saglandigini sdylemiglerdir. Gebelik sirasinda korpus luteumun
hayatta kalmasinin plasental diizenleyicilerin, yumurtaligin ve hipofizin etkilesimlerine

bagli oldugunu gérmiislerdir. Graniiloza hiicrelerinin luteal hiicrelere farklanmasinda korpus
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luteum fonksiyonunun molekiiler kontroliinde bazi molekiillerin etkisini ortaya ¢ikardigini

belitmislerdir.

Yapilan caligmalarda StAR antikorunun gérevini inceleyen olanlar incelendiginde Taketa
Y’nin yaptigi bir ¢alisma dikkat ¢ekmektedir [50]. Bu calismada siganlarda yapilan
deneylere bakildiginda korpus luteumda progesteron sentezlenmesinin basamaklarini
belirtilmistir. Korpus luteumda progesteron biyosentezini incelemistir. Korpus luteum igin
ana kollestrol kaynaginin yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) oldugunu belirtti. Bu
molekiilden iiretilen kolestrol esterlerinin hiicre i¢ine girmesi igin bir¢ok enzimin gorev
yaptigini sdylemistir. Steroidojenik akut diizenleyici protein ise hiicre i¢ine alinmis kolestrol
esterlerini mitekondri mebranina ve daha sonra mitekondri i¢ membranina taginmasinda
gorevli oldugunu belirtmistir. Bu calismada korpus Luteumda bulunan StAR proteni

progesteron sentezi i¢in dnemli bir rol oynadig: belirtilmistir.

Literatiirde yapilan bagka bir calismada ise Ramayya M.S. ve arkadaslar1 yumurtalik yiizey
epitelinde StAR proteininin eksprese edildigini sdylemislerdir [51]. Parafin bloklardan
alman kesitleri immiinohistokimyasal olarak inceleyen calismada germinal epitel
hiicrelerinde steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR) eksprese edildigini

gostermislerdir.

Erken gebelikte D vitamini eksikligi olan bireylerde progesteron sentezini etkileyen StAR
proteininin nasil degistiginin belirlenmesi amaglanan bu ¢alismada ovaryum dokusunda
StAR proteininin immiinohistokimyasal bulgular1 sonucunda kontrol grubunda germinal
epitelde, interstisyel bezlerde, sekonder folikiil, antral folikiil, atretik folikiillerde ve korpus
luteumlarda tutulum yogunluklarinin deney grubuna oranla daha fazla oldugu dikkat
¢ekmekteydi. Korpus luteum yapilarinda ise tutulum yogunluklari kontrol grubunda kuvvetli
immiin reaksiyon gosterirken deney grubunda ise zayif immiin reaksiyon olarak goriildii.
Deney grubunda ovaryum dokusunda tutulum yogumlugunun azaldig: istatistiksel olarak
analiz edildi ve kontrol grubu ile arasinda anlamli bir fark oldugu goriildii. Sonug¢ olarak
erken gebelikte korpus luteumda D vitaminin eksikligine bagli olarak StAR protein
sentezinin azaldigini ve bu durumun progesteron sentezini olumsuz yonde etkileyebilecegi

kanisina varildi.






61

6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak histopatolojik degisimin D vitamini eksikligi olusturulmus over dokusunda
izlenmesi, D vitamini eksikliginin disi tireme sistemi ve fonksiyonu {izerine olumsuz

etkilerinin oldugunu gdstermektedir.

D vitamini eksikligi olusturulan grupta, atretik folikiillerde artis ve sekonder folikiilden
sonra folikiillerde atreziye gitme egiliminin artmasi folikiil gelisiminin engellenmesinden
dolay1 dogurganligi etkiledigi i¢cin ovaryum dokusu iizerinde D vitamininin hayati bir 6nem
tasidiginin bir gostergesi olabilir. Ozellikle korpus luteum yapilarmin azalmas: ve mevcut
korpus luteum yapilarindaki bulgular kisminda agiklanan dejenerasyonlar, progesteron ve
Ostrojen sentezinde bozulma ve erken gebelik doneminde olusabilecek olasi progesteron
eksikligi nedeniyle abortus olusumuna neden olabilecektir. Yapilan immiinohistokimyasal
analizlerde progesteron hormonu sentezinin baslamasinda ilk asama olan kolesterol
esterlerinin mitekondri i¢ zarina taginmasini saglayan StAR proteini D vitamini eksikligi
olusturulan deney grubunda azaldigi goriilmiistiir. Bu durumun progesteron sentezinin
baslamasini engelleyerek viicutta progesteron seviyesinin azalmasiyla sonuglanmaktadir.
Boylece, gebe bireylerde olusan bazi olumsuzlar karsimiza ¢ikmakta ve gebelik durumunda

uterus saglikli gelisiminin de etkilenebilecegi diisiiniilmektedir.

Yapilacak olan baska c¢alismalarla, StAR proteininin etkisiyle gebelikte normal uterus
diizenlenmesinin bozuldugu ve olumsuz sonuglanan implantasyonlarin nedenini ortaya
koymak i¢in bu g¢aligmadan yararlanilabilir. Bu ¢alisma, ileride yapilacak olan diger

calismalara bir 151k tutacag diistiniilmektedir.
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